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RESUMEN

Resumen
Salmonella enterica es una especie de bacteria patógena Gram negativa responsable de diversas 
enfermedades  en  animales  como la  gastroenteritis  y  la  fiebre  tifoidea.  S.  enterica expresa  dos 
sistemas de secreción tipo III (T3SSs) relacionados con la virulencia codificados en las islas de 
patogenicidad de Salmonella 1 (SPI1) y SPI2, respectivamente. Varias proteínas efectoras, que son 
secretadas  a  través  de  estos  sistemas  hacia  las  células  hospedadoras  eucariotas,  interfieren  con 
determinadas vías de transducción de señales para hacer posible la internalización del patógeno y su 
supervivencia y proliferación en vacuolas. PipB2 y SseK1 son dos de los efectores translocados por 
estos sistemas de secreción.
En  la  primera  parte  de  la  tesis  se  generaron,  en  el  genoma  de  Salmonella,  fusiones 
traduccionales con la adenilato ciclasa CyaA de  Bordetella pertussis como herramientas para el 
estudio de la translocación de efectores de Salmonella hacia el citosol de células de mamífero. El 
análisis de fusiones aleatorias ha revelado que PipB2 puede translocarse, no sólo a través del T3SS 
codificado en la SPI2 como estaba descrito, sino también a través del codificado en la SPI1. Esta 
translocación se ha observado en células epiteliales, en macrófagos y en fibroblastos y requiere los 
primeros 10 aminoácidos de la proteína.
El resto del trabajó se centró en el estudio del efector SseK1. Mostramos que SseK1 es un 
factor  de  virulencia  en  ratones  aunque  no  es  necesario  para  la  invasión  ni  la  proliferación 
intracelular  en cultivos  de células  de mamífero.  La expresión  de  sseK1 resultó  ser  superior  en 
condiciones de inducción de la SPI2 pero fue también significativa en condiciones de inducción de 
la SPI1. La translocación de SseK1 a células hospedadoras ocurre por ambos T3SS aunque con 
diferentes  patrones  y  cinéticas  dependiendo  del  tipo  celular.  El  sistema  de  dos  componentes 
PhoQ/PhoP regula positivamente a sseK1 gracias a la unión directa de PhoP a la región promotora 
de este gen.
Por último hemos realizado un estudio preliminar de los posibles efectos biológicos del efector 
SseK1 en la célula hospedadora mediante dos tipos de análisis: (i) Un escrutinio con el sistema del 
doble  híbrido  en  levaduras  para  encontrar  proteínas  de  la  célula  hospedadora  capaces  de 
interaccionar con SseK1. (ii) Un análisis transcriptómico de células epiteliales humanas HeLa para 
conocer los efectos de la expresión estable de SseK1 mediante transfección y de su translocación 
durante una infección con S. enterica serovar Typhimurium.
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INTRODUCCIÓN

Introducción
El género Salmonella
Las bacterias del género Salmonella son bacilos Gram negativos. Filogenéticamente, el genero 
Salmonella, se encuentra próximo a los géneros  Escherichia, Shigella y Citrobacter;  todos ellos 
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. La organización genómica del genero Salmonella es 
muy similar a gran escala a la de  Escherichia coli (Groisman & Ochman, 1994; Sanderson et al., 
1995). La  similitud  media  entre  los  genomas  de  E.  coli no  patogénicas  y  S.  enterica serovar 
Typhimurium alcanza el  80%, según indica la secuenciación  (Blattner, 1997; McClelland  et al., 
2001), aunque, Salmonella contiene unas regiones específicas que no se encuentran en los géneros 
cercanos. De estas regiones algunas están relacionadas con la patogénesis por lo que reciben el 
nombre de islas de patogenicidad.
Dentro  del  género  Salmonella podemos  distinguir  dos  especies:  S.  bongori y  S.  enterica 
(Tindall  et  al.,  2005), que poseen una similitud entre  sus secuencias genómicas del  96 al  99% 
(Edwards et al., 2002). La especie S. enterica se divide, a su vez, en seis subespecies: I (enterica), II 
(salamae),  IIIa  (arizonae),  IIIb  (diarizonae),  IV (houtenae),  y  VI  (indica)  (Desai  et  al.,  2013; 
Porwollik  et al.,  2004; Tindall  et al.,  2005). Los miembros de cada subespecie se clasifican en 
serovares (o serotipos). Las subespecies de S. enterica II, IIIa, IIIb, IV y VI, así como, S. bongori, 
se encuentran asociadas a vertebrados de sangre fría; mientras que los miembros de la subespecie I 
de  S. enterica se encuentran, más frecuentemente, asociados a aves y mamíferos  (Bäumler  et al., 
1998;  Boyd  et  al.,  1996) (Figura  I.1).  Existen  en  total  más  de  2500  serovariedades  descritas 
(Popoff et al., 2004), siendo la subespecie I la que se compone de un mayor número de serovares, 
con más de 2300  (Porwollik  et al.,  2004). Para poder distinguir  los distintos serovares se usan 
pruebas inmunológicas con antisueros generados contra los antígenos O y H, los cuales reflejan la 
variabilidad de la parte expuesta del lipopolisacárido y de la flagelina, respectivamente (Grimont et  
al., 2007; McQuiston et al., 2004).
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Figura I.1: Esquema de la clasificación del género Salmonella. Imagen adaptada de (Hurley et al., 2014)
Procesos de infección por S. enterica
Las infecciones por  Salmonella en humanos y animales domésticos (mascotas y animales de 
granja)  suceden  debido  a  la  ingesta  de  agua  o  alimentos  contaminados,  generalmente  poco 
cocinados  o  crudos  (Figura I.2).  Salmonella  es  capaz  de  sobrevivir  a  la  acidez  del  estómago, 
producida por los ácidos gástricos, y de evadir los sistemas de defensa que están en el intestino 
delgado  llegando  así  al  epitelio.  Es  en  dicho  epitelio  donde  Salmonella produce  su  invasión, 
preferentemente a través de las células M, desde donde llegan hasta los linfocitos B y T situados 
bajo  las  placas  de  Peyer.  Una vez  en  el  epitelio  pueden suceder  dos  cosas,  los  serovares  que 
producen  enfermedad  sistémica  atraviesan  el  epitelio  y  entran  en  macrófagos  intestinales  y  se 
diseminan por el organismo, mientras que los serovares no tifoideos desencadenan una respuesta 
inflamatoria  temprana y localizada que provoca la  infiltración de leucocitos polimorfonucleares 
(PMNs) al lumen intestinal dando lugar a diarrea (Haraga et al., 2008).
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Figura I.2: Patogénesis de la infección por S. enterica. (A). La fiebre tifoidea en humanos se adquiere por ingestión de comida o 
agua contaminadas con  S.  enterica serovar  Typhi  (1).  Las bacterias  que sobreviven atraviesan la  barrera  de ácido gástrico del 
estómago, invaden las células del epitelio intestinal y migran a través de ellas para alcanzar la lámina propria (2). En la mucosa  
intestinal,  S. enterica serovar Typhi es fagocitada por macrófagos y sobrevive en estas células fagocíticas gracias a factores de 
virulencia, los cuales interfieren con las funciones de la célula hospedadora. Tras la invasión, S. enterica serovar Typhi expresa otros 
factores que inhiben la detección por parte del sistema inmune innato del hospedador. Esto permite a las bacterias diseminarse  
sistémicamente para colonizar macrófagos del hígado (en rojo),  bazo y médula ósea (3). Desde el hígado, las bacterias pueden  
alcanzar la vesícula biliar (en verde). La infección de la vesícula puede dar lugar a la conversión a un estado de portador asintomático  
(4).  Los portadores de  S. enterica serovar Typhi continuamente descargan bacilos tifoideos desde la vesícula biliar al  intestino  
delgado mediante  la  bilis  (5)  y  excretan bacterias viables  en sus heces (6),  que pueden infectar  a  otros  hospedadores.  Imagen 
adaptada  de  (Tischler  & McKinney,  2010).  (B).  Se muestra  el  bazo de  un ratón  129sv sin  infectar  (izquierda)  y  el  bazo con 
esplenomegalia de un ratón 129sv infectado con  S. enterica serovar Typhimurium SL1344 durante 60 días (imagen adaptada de 
(Monack et al. , 2004)). (C). Secciones histológicas de íleon de ratón teñidas con hematoxilina y eosina (barra de escala: 100 μm). La 
mitad superior corresponde a un control sin infectar;  la mitad inferior corresponde al  íleon de un ratón BALB/c tras 5 días de  
infección con una dosis letal de S. enterica serovar Typhimurium 14028 (Santos et al., 2001).
En humanos,  los  serovares  Typhi  y  Paratyphi  producen una  enfermedad  sistémica  llamada 
fiebre tifoidea cuyas manifestaciones clínicas incluyen fiebre, dolor abdominal, diarrea transitoria o 
estreñimiento y,  en algunas ocasiones, erupción maculopapular.  Se estima que la fiebre tifoidea 
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afecta a 22 millones de personas en todo el mundo llegando a causar en torno a 200000 muertes al 
año  (Crump  et  al.,  2004).  Principalmente  se  producen en países  subdesarrollados  o en vías  de 
desarrollo debido a deficiencias sanitarias (ej: ausencia de agua potable) y a una manipulación y 
conservación  de  los  alimentos  en  condiciones  antihigiénicas.  El  serovar  Typhi  se  establece  de 
manera asintomática en el 1-4% de los pacientes tifoideos, debido a infección persistente de la 
vesícula biliar (Parry et al., 2002). Estos pacientes, pese a no sufrir los síntomas de la enfermedad, 
liberan  una  gran  cantidad  de  bacterias  en  sus  excrementos  estando  esto  relacionado  con  el 
mantenimiento  de  S.  enterica serovar  Typhi  a  largo  plazo  en  las  poblaciones  humanas.  Está 
documentado el caso de “María la tifosa”, una portadora asintomática llamada Mary Malone que 
infectó  al  menos  a  57  personas  en  Nueva York  hasta  que  fue  sometida  a  cuarentena  en  1907 
(Tischler & McKinney, 2010).
Las anomalías en el conducto biliar o en la vesícula biliar (ej. cálculos biliares) tienen un papel 
importante en el desarrollo de la infección crónica. Hay datos que indican que la formación de 
biofilms  de  Salmonella sobre  cálculos  renales  presentes  en  la  vesícula  es  un  mecanismo  que 
contribuye al establecimiento de este tipo de infecciones crónicas  (Crawford  et al., 2010). En la 
mayoría de los casos los antibióticos no son efectivos  (Dutta  et al., 2000; Lai  et al., 1992)y para 
eliminar la infección crónica suele ser necesaria la extirpación de la vesícula biliar.
Otros serovares, como Enteritidis y Typhimurium, son responsables de los millones de casos de 
salmonelosis no tifoidea que se producen anualmente en todo el mundo. Estos serovares, que en 
humanos causan una gastroenteritis transitoria de gravedad muy variable (pero que, generalmente, 
no  requiere  tratamiento  para  la  remisión),  también  infectan  a  una  amplia  gama  de  animales 
domésticos  (ej.  aves,  ganado  vacuno  y  cerdos)  en  los  que  pueden  producir  diversos  tipos  de 
infecciones, desde asintomáticas a sistémicas. 
En  el  África  subsahariana  son  frecuentes  las  salmonelosis  no  tifoideas  complicadas  con 
bacteriemia (Morpeth et al., 2009; De Wit et al., 1988). Su incidencia ha aumentado en asociación 
con las infecciones por VIH y por Plasmodium falciparum (Bronzan et al., 2007). Ciertos serovares 
no tifoideos de Salmonella pueden causar colecistitis persistente o crónica (Lalitha & John, 1994). 
Estas infecciones persistentes sintomáticas también son difíciles de erradicar, siendo necesaria la 
extirpación de la vesícula.
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Modelo de ratón para el estudio de la virulencia de Salmonella
S. enterica serovar Typhimurium es el organismo modelo más utilizado en el estudio de las 
infecciones de Salmonella. Este serovar infecta una gran variedad de hospedadores. En ciertas razas 
de ratón doméstico,  Mus musculus, produce una enfermedad similar a la fiebre tifoidea, que sirve 
como modelo de estudio para las infecciones sistémicas causadas por el serovar Typhi en humanos. 
(Figura I.3).
Los ratones BALB/c son particularmente susceptibles a la infección por  Salmonella ya que 
portan una mutación en el locus que codifica la proteína Nramp1, un componente de la resistencia o 
susceptibilidad innata a infecciones causadas por patógenos intracelulares. La expresión de este 
locus  está  restringida  a  monocitos  y  es  necesaria  para  controlar  la  replicación  intracelular  de 
microorganismos como Salmonella, Mycobacterium y Leishmania (Bellamy, 1999; Govoni & Gros, 
1998; Gruenheid et al., 1997). En el modelo clásico de ratón,  Salmonella se multiplica en el tubo 
digestivo y llega al extremo distal del intestino delgado, el íleon, donde se adhiere preferentemente 
a las células M del epitelio intestinal (Jones et al., 1994). Tras la invasión, Salmonella atraviesa el 
epitelio intestinal y es fagocitada por macrófagos, donde sobrevive y se replica gracias a la evasión 
de las funciones fagocíticas de este tipo celular. Posteriormente,  la bacteria se disemina a otros 
órganos a través del torrente sanguíneo. En nuestros experimentos hemos estudiado el número de 
bacterias encontradas en el bazo tras la infección oral e intraperitoneal en este modelo de ratón 
(Figura I.3).
El  método  clásico  para  identificar  un  mutante  atenuado  en  el  modelo  de  ratón  es  la 
determinación de su dosis letal media (DL50) comparada con la DL50 de la estirpe silvestre (Reed 
& Muench, 1938). Sin embargo, un procedimiento más sensible y que requiere un menor número de 
ratones  consiste  en  infectar  el  mismo ratón  con una mezcla de dos  estirpes,  generalmente una 
mutante y una silvestre, para obtener un índice de competitividad (IC) (Freter et al., 1981; Taylor et  
al., 1987). Este modelo permite además el estudio de interacciones génicas in vivo mediante el uso 
de infecciones mixta con mutantes dobles y simples (Beuzón & Holden, 2001). 
Una limitación del modelo de ratón es que el serovar Typhimurium no produce colitis en este 
organismo, pero se ha demostrado que los ratones tratados previamente con antibióticos desarrollan 
inflamación intestinal aguda en respuesta a la infección oral con S. enterica serovar Typhimurium 
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(Barthel  et al., 2003). Estos estudios han abierto la posibilidad de utilizar el ratón como modelo 
para el estudio de la gastroenteritis [revisado en (Hapfelmeier & Hardt, 2005)].
Figura I.3: Modelo animal para el estudio de la patogénesis de Salmonella. Se muestra una infección oral en la que, tras 5-6 dias 
de infección, se extraen los bazos para el análisis bacteriano. En el caso de infecciones intraperitonelaes, la recogida se realiza 48 h  
tras la inyección.
Modelo de líneas celulares para el estudio de la virulencia de 
Salmonella
Junto a los modelos in vivo, se ha utilizado una gran variedad de líneas celulares eucarióticas 
como modelos  in vitro para el estudio de la invasión (lineas epiteliales) o de la supervivencia y 
proliferación intracelulares (líneas fagocíticas, líneas epiteliales y de fibroblastos). El método más 
usado para estos estudios in vitro es el de la protección frente a gentamicina. Este método se basa en 
la dificultad de la gentamicina para atravesar la membrana celular eucariótica (Elsinghorst, 1994). 
Después de una infección in vitro, las bacterias extracelulares se eliminan mediante un tratamiento 
con gentamicina y las bacterias intracelulares se siembran con las diluciones apropiadas para llevar 
a cabo recuentos que permitan calcular el porcentaje de invasión con respecto al inóculo inicial. Por 
otro lado, la tasa de proliferación intracelular se calcula como la razón entre el número de bacterias 
intracelulares viables presentes tras 24 h de infección y el número de bacterias intracelulares que 
había justo después del tratamiento con gentamicina (Cano et al., 2001). Dada la variabilidad que 
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presentan  los  resultados  de  estos  experimentos  in  vitro,  se  ha  propuesto  una  modificación  del 
método de protección frente a gentamicina que incorpora las ventajas de las infecciones mixtas y 
permite el cálculo de un índice de competitividad para invasión y para proliferación (Segura et al., 
2004a).
Factores de virulencia
Se han propuesto cuatro mecanismos genéticos para explicar las diferencias fenotípicas entre 
especies  bacterianas  relacionadas,  como  E.  coli y  S.  enterica,  que  difieren  en  su  potencial 
patogénico:  (i)  la  presencia de genes  de  virulencia  específicos;  (ii)  la  ausencia en las  especies 
patógenas de un gen supresor de virulencia que inhiba o interfiera con la actividad de los factores de 
virulencia, como ocurre en el caso de la pérdida del operón lac en Salmonella (Eswarappa et al., 
2009);  (iii)  la  existencia  de  diferencias  alélicas  entre  genes  homólogos;  y  (iv),  la  regulación 
diferencial de secuencias homólogas (Groisman & Ochman, 1994).
Los patógenos a menudo portan grupos de genes cromosómicos que codifican funciones de 
virulencia, denominados “islas de patogenicidad”, que están ausentes en las especies no patógenas 
relacionadas  (Dobrindt  et  al.,  2004).  Por  ejemplo,  Salmonella contiene  distintas  islas  de 
patogenicidad (SPIs o Salmonella Pathogenicity Islands) que la dotan de la habilidad para invadir 
células  epiteliales  y  sobrevivir  dentro  de  células  fagocíticas.  Estas  islas  están  ausentes  en  la 
comensal E. coli, la cual ni invade ni puede sobrevivir en células de mamífero. Se han identificado 
al menos 21 SPIs en diversos serovares de S. enterica (Sabbagh et al., 2010). Existen varios indicios 
que sugieren que estas regiones se han adquirido por procesos de transferencia horizontal: (i) a 
menudo presentan un porcentaje en G+C distinto del resto del genoma; (ii) están flanqueados por 
genes que se encuentran contiguos en especies cercanas evolutivamente y no patógenas; y (iii), en 
algunos  casos  muestran  secuencias  en  los  extremos  con  homología  a  elementos  de  inserción, 
transposones  y  profagos,  lo  que  sugiere  un  posible  mecanismo  de  adquisición (Groisman  & 
Ochman, 1996; Hacker & Kaper, 2000). 
Además de las SPIs, se pueden encontrar otras regiones más pequeñas, a veces denominadas 
“islotes de patogenicidad”, relacionadas con la virulencia y específicas de Salmonella (Groisman & 
Ochman,  1997).  También hay genes  de  virulencia  asociados  a  profagos  (Figueroa-Bossi  et  al., 
2001).  Además algunos miembros del  género  Salmonella portan un plásmido requerido para la 
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infección sistémica, el “plásmido de virulencia”, cuyo tamaño varía entre 50 y 90 kb, aunque sólo 
una región de 7,8 kb llamada spv (de Salmonella plasmid virulence) es la necesaria para conferir el 
fenotipo de virulencia en ratones BALB/c (Gulig et al., 1993; Rotger & Casadesús, 1999).
Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI1)
La SPI1 desempeña un papel crucial tanto en la gastroenteritis como en la infección sistémica 
causadas por Salmonella (Hansen-Wester & Hensel, 2001). Entre los genes que se codifican en esta 
isla encontramos los genes necesarios para montar el T3SS1, un aparato de virulencia importante a 
través  del  cual  el  patógeno  inyecta  proteínas  efectoras  directamente  al  citoplasma de  la  célula 
hospedadora, así como algunos efectores secretados por el T3SS1 (Figura I.4). La SPI1 interviene 
en múltiples procesos, tales como citotoxicidad en macrófagos  (Chen  et al.,  1996), invasión de 
células epiteliales  (Galán,  1999),  inflamación y secreción de fluidos en el  íleon  (Hobbie  et al., 
1997), secreción de citoquinas  y prevención de la apoptosis en células epiteliales (Knodler et al., 
2005).
Figura I.4: Ilustración esquemática de los genes de la SPI1. Imagen adaptada de (Hurley et al., 2014)
Salmonella Pathogenicity Island 2 (SPI2)
Al igual que la SPI1, la SPI2 codifica otro T3SS importante para la virulencia de Salmonella. 
Las proteínas codificadas en la SPI2  (Figura I.5) son indispensables para la infección sistémica, 
debido  a  que  permiten  la  supervivencia  intracelular  de  Salmonella dentro  de  las  células 
hospedadoras, pero no para la gastroenteritis. La formación y el mantenimiento de la vacuola que 
contiene  a  Salmonella (SCV o  Salmonella-containing  vacuole)  conllevan  una  serie  de  eventos 
controlados por esta isla de patogenicidad (Haraga et al., 2008). La SPI2 confiere protección frente 
a especies reactivas de oxígeno o ROS (Janssen et al., 2003), así como a intermediarios reactivos 
del nitrógeno o RNI (Chakravortty et al., 2002) dentro de macrófagos. La reductasa de tetrationato 
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codificada en la SPI2 actúa sobre el tetrationato para generar tiosulfato, el cual ejerce como donador 
de electrones alternativo para Salmonella en ambientes que contienen tetrationato, como el intestino 
humano, el suelo o cadáveres en descomposición (Hensel et al., 1999; Winter et al., 2010).
Aunque se esperaría que los genes de las SPI1 y SPI2 no se expresasen simultáneamente, ya 
que poseen diferentes funciones, existen pruebas de solapamiento espaciotemporal en la expresión 
de ambas. Dos ejemplos significativos de ello son: (i) la expresión preventiva de la SPI2 en el 
lumen intestinal antes de la invasión de las células epiteliales, con el fin de preparar a Salmonella 
para  atravesar  el  lado basal  del  epitelio  hasta  la  lámina  propia  (Müller  et  al.,  2012) y para  el 
inminente estrés intracelular  (Brown  et al., 2005),  y (ii) la expresión residual de la SPI1 tras la 
internalización por macrófagos para contrarrestar la respuesta inmune del hospedador mediante la 
supresión de la expresión de citoquinas (Pavlova et al., 2011).
Figura I.5: Ilustración esquematica de los genes de SPI2. Imagen adaptada de (Hurley et al., 2014)
Otras islas de patogenicidad
De las 21 SPIs identificadas en S. enterica, 6 están en el serovar Typhi pero no en el serovar 
Typhimurium (SPI7, SPI8, SPI10, SPI15, SPI17 y SPI18, aunque SPI8 y SPI10 tienen regiones 
equivalentes en Typhimurium con genes  completamente distintos),  11 están tanto en el  serovar 
Typhi como en el serovar Typhimurium (SPI1 a SPI6, SPI9, SPI11, SPI12, SPI13 y SPI16), y tan 
sólo 1 es específica de Typhimurium (Sabbagh et al., 2010). 
A continuación se muestran algunas características de las islas mejor estudiadas, fuera de las 
SPI1 y SPI2:
(i) SPI3: Permite a  Salmonella sobrevivir en condiciones de bajo Mg2+, gracias a la proteína 
MgtC, y  se  requiere  para  la  supervivencia  dentro  de  macrófagos,  así  como  para  la  infección 
sistémica en el modelo de ratón (Blanc-Potard et al., 1999).
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(ii) SPI4: Codifica un sistema de secreción de tipo I (T1SS) que secreta una proteína, llamada 
SiiE, de 600 kDa (Morgan et al., 2007) y contribuye a la virulencia (Kiss et al., 2007). 
(iii) SPI5: Codifica SopB y PipB, dos efectores translocados por los sistemas de secreción tipo 
III de Salmonella codificados en la SPI1 (T3SS1) y en la SPI2 (T3SS2), respectivamente (Knodler 
et al., 2002).
(iv)  SPI6:  Codifica  un  sistema  de  secreción  tipo  VI  (T6SS),  una  fimbria  y  una  invasina 
(Lambert & Smith, 2008; Townsend et al., 2001). Recientemente se ha descrito el silenciamiento de 
los genes de la SPI6 a través de la proteína H-NS y su implicación en el duelo entre subpoblaciones 
de Salmonella enterica durante la infección (Brunet et al., 2015).
(v) SPI7: Es la mayor isla identificada hasta el momento, con 134 kb, muestra como función 
principal la de síntesis y secreción del antígeno Vi. Además contiene los genes que codifican el 
efector del T3SS1 SopE y pili tipo IVB (Seth-Smith, 2008).  Esta isla se encuentra en los serovares 
Typhi, Paratyphi C y algunas estirpes del serovar Dublin. Es un ejemplo de isla de patogenicidad 
escindible por recombinación específica de sitio (Nieto et al., 2016).
(vi)  SPI8:  En  S.  enterica serovar  Typhi  codifica  dos  proteínas  de  inmunidad  frente  a 
bacteriocinas (Parkhill et al., 2001).
(vii) SPI9: Codifica un T1SS parecido al de la SPI4 (Parkhill et al., 2001).
(viii) SPI10: En S. enterica serovar Typhi contiene un profago denominado ST46 (Parkhill  et  
al., 2001) el cual es portador de genes para quinasas y fosfatasas de Ser/Thr de tipo eucariótico que 
están implicadas en la supervivencia del patógeno en macrófagos (Faucher et al., 2008).
Plásmido de virulencia
Algunos miembros del género Salmonella portan un plásmido, cuyo tamaño varía entre 50 y 90 
kb, requerido para la infección sistémica. Este plásmido posee una región de 7,8 kb, llamada spv 
(Salmonella  plasmid  virulence),  que  es  la  necesaria  para  conferir  el  fenotipo  de  virulencia  en 
ratones BALB/c (Gulig et al., 1993; Rotger & Casadesús, 1999). En este plásmido se encuentran los 
genes spv, cuyos productos se secretan a través de los T3SSs y son esenciales para la virulencia de 
S. enterica serovar Typhimurium (Browne et al., 2008). El efector SpvB juega un papel importante 
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en la inhibición de la autofagia de la célula hospedadora (Chu et al., 2016; Li et al., 2016) y SpvD 
en la inhibición de la respuesta inflamatoria  (Rolhion et al., 2016).Por otro lado, las fimbrias Pef, 
codificadas  también  en  el  plásmido  de  virulencia,  median  la  adhesión  a  células  epiteliales  del 
intestino e inducen una respuesta proinflamatoria (Bäumler et al., 1996; Chessa et al., 2008). Se ha 
descrito además un ARN pequeño codificado en el plásmido y denominado lesR-1 que se expresa 
cuando Salmonella está en el interior de los fibroblastos (Gonzalo-Asensio et al., 2013).  
Adhesinas
El acoplamiento de la bacteria a la célula diana consta de muchos pasos mediados por varias 
adhesinas (Wagner & Hensel, 2011) codificadas por genes de las fimbrias como fim (Lockman & 
Curtiss, 1992), pef (Bäumler et al., 1996), lpf (Bäumler & Heffron, 1995) y agf (Grund & Weber, 
1988),  o  genes  no fimbriales  como los  autotransportadores  misL (Dorsey  et  al.,  2005) y  shdA 
(Kingsley et al., 2002) o los genes siiE (Barlag & Hensel, 2015; Gerlach & Hensel, 2007) y bapA 
(Latasa et al., 2005), que codifican adhesinas grandes secretadas por T1SS. Cada adhesina media la 
adhesión a un tipo celular en particular, debido a la especificidad por los receptores presentes en la 
superficie de las células diana (Misselwitz et al., 2011). El mismo tipo celular  puede ser atacado 
por diferentes adhesinas durante la progresión de la adhesión (Misselwitz et al., 2011). Además, el 
flagelo se requiere para alcanzar e invadir la célula diana, así como para ayudar en la adhesión junto 
con las fimbrias (Dibb-Fuller et al., 1999; Ibarra et al., 2010; Schmitt et al., 2001).
Sistemas de secreción
Las bacterias Gram negativas poseen diversas maquinarias encargadas de transportar sustratos a 
través de sus membranas celulares, los sistemas de secreción, y que son esenciales para la virulencia 
bacteriana.  Las  bacterias  las  emplean  con  el  fin  de  conseguir  nutrientes,  transportar  proteínas, 
ácidos nucleicos y toxinas, y ensamblar estructuras en la superficie de la bacteria del tipo de los  
pilis y las fimbrias. Aproximadamente el 3% del proteoma total de Salmonella constituye proteínas 
de secreción, al conjunto de estas proteínas se le conoce como secretoma (Arnold et al., 2009).
En  las  bacterias  Gram  negativas  podemos  encontrar  al  menos  siete  sistemas  de  secreción 
diferentes: los T1SS-T6SS y el sistema chaperone-usher o CU (Costa  et al., 2015; Filloux  et al., 
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2008; Fronzes et al., 2009; Gerlach & Hensel, 2007; Rêgo et al., 2010; Saier, 2006). Estos sistemas 
utilizan dos mecanismos principales de transporte:  (i)  de un solo paso o independiente de Sec, 
donde las proteínas se exportan directamente desde el citoplasma al exterior celular, y (ii) de dos 
pasos  o  dependientes  de  Sec  (o  Tat),  donde  las  proteínas  se  exportan  primero  a  través  de  la 
membrana interna hasta el periplasma y luego atraviesan la membrana externa (Figura I.6).
Figura I.6: Esquema de los principales sistemas de secreción en bacterias Gram negativas.  MEC: medio extracelular; ME: 
membrana externa; P: periplasma; MI: membrana interna; C: citosol; MP: membrana plasmática. Imagen adaptada de (Filloux et al., 
2008).
T1SS
Son sistemas heterotriméricos que facilitan el paso de proteínas de diferente tamaño a través de 
la envuelta celular. Consisten en un transportador de membrana interna ABC (ATP-binding cassette) 
que proporciona la energía para la secreción proteica, una proteína de membrana externa, que forma 
el  poro,  y  una  proteína  adaptadora  que  hace  de  puente  entre  la  membrana  interna  (MI)  y  la 
membrana externa (ME).  Secretan sustratos en un solo paso,  sin un intermediario periplásmico 
estable  (Koronakis  et  al.,  1991).  Los  T1SSs  están  involucrados  en  la  secreción  de  citotoxinas 
pertenecientes a la familia de las proteínas RTX (repeats-in-toxin), proteínas de la superficie celular, 
proteasas,  lipasas,  bacteriocinas  y  proteínas  de  hemo-adquisición  [revisado  en  (Omori  &  Idei, 
2003)]. Como ejemplo, SPI-4 de Salmonella codifica un T1SS, el cual secreta la proteína SiiE, una 
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adhesina de 600 kDa que media el contacto íntimo de la bacteria con las microvellosidades de la 
membrana apical de las células intestinales y colabora con el T3SS1 ayudando a las bacterias a 
atravesar  la  barrera  epitelial  (Gerlach  et al.,  2007,  2008), recientemente  se  ha  descrito  la 
importancia de de las proteínas SiiA y SiiB en el control de la adhesión mediada por el T1SS de la 
SPI-4 (Wille  et al., 2014). BapA es otra proteína de Salmonella, con función de adhesina, que se 
secreta por medio de un T1SS. Contribuye a la formación de biopelículas y a la invasión de  S. 
enterica serovar Enteritidis (Latasa et al., 2005).
T2SS
Son maquinarias multicomponentes que usan un mecanismo de dos pasos para la translocación: 
(i)  la  proteína  efectora  precursora  se  transloca  a  través  de  la  membrana  interna  mediante  el 
translocón Sec (Gold et al., 2007) o la vía Tat  (Voulhoux et al., 2001). (ii) el efector se transloca 
desde el periplasma por el T2SS a través de la membrana externa. El translocón T2SS consta de 12-
16 proteínas  (Filloux, 2004) que se encuentran en ambas membranas,  en el  citoplasma y en el 
periplasma. Este sistema se encuentra en patógenos como  Erwinia, Legionella, Vibrio o  Yersinia 
[revisado en  (Korotkov  et al., 2012)]; sin embargo, no se encuentra en otros como  Salmonella o 
Shigella.
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T3SS
Los T3SSs,  conocidos  como inyectosomas o agujas moleculares,  median un mecanismo de 
secreción  de  un  solo  paso,  independiente  de  Sec,  y  son  utilizados  por  muchos  simbiontes  y 
patógenos Gran negativos de animales y plantas, entre ellos miembros de los géneros Salmonella,  
Shigella,  Yersinia,  Rhizobium,  Escherichia y  Pseudomonas.  Estos  sistemas  están  genética, 
estructural y funcionalmente relacionados con los flagelos bacterianos (Cornelis & Van Gijsegem, 
2000;  Diepold & Armitage,  2015;  Galán  et  al.,  2014;  Macnab,  2003;  Tampakaki  et  al.,  2004). 
Transportan  proteínas,  conocidas  como  efectores,  desde  el  citoplasma  de  la  bacteria  hasta  el 
citoplasma de la  célula  eucariota  hospedadora,  atravesando tanto la  membrana interna como la 
externa  bacteriana  (Cornelis,  2006;  Galán  & Wolf-Watz,  2006).  Pese  a  que  los  T3SSs  de  los 
diversos  géneros  de  patógenos  tienen  diferente  repertorio  de  efectores,  mantienen  semejanzas 
funcionales, de modo que un T3SS de un género bacteriano puede secretar y translocar efectores de 
otro género bacteriano distinto (Ho & Starnbach, 2005).
Estas estructuras consisten en un cuerpo basal, con un anillo en la membrana interna, un cuello 
que atraviesa la zona periplásmica y un anillo externo que se expande desde la membrana externa 
de la bacteria, y una aguja, que se extiende desde la membrana externa y se localiza en el espacio 
extracelular,  a través de la cual se secretan los efectores.  Para ser funcional,  un T3SS requiere 
elementos adicionales tales como un complejo regulador citosólico,  ligado al  cuerpo basal,  una 
varilla interna que constituye la base de la aguja, y un translocón, que es un complejo proteico que 
forma  un  poro  en  la  membrana  del  hospedador,  la  cual  está  asociada  a  la  punta  de  la  aguja 
(Cornelis, 2006). La secreción es promovida por una ATPasa  (Akeda & Galán, 2005), aunque la 
fuerza protón motriz podría ser la fuente primaria de energía para la secreción  (Lee & Rietsch, 
2015).
El proceso de translocación típico ocurre desde la bacteria hasta el citosol del hospedador. Sin 
embargo, existen pruebas que demuestran que los efectores localizados en la superficie bacteriana 
también  pueden  translocarse.  Dicho  transporte,  demostrado  para  el  efector  YopH  de  Y.  
pseudotuberculosis, ocurre también en  trans a través del T3SS1 de  Salmonella (Akopyan  et al., 
2011). 
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T4SS
Estos  son  sistemas  versátiles,  encontrados  tanto  en  bacterias  Gram  negativas  como  Gram 
positivas, que secretan una amplia gama de sustratos, desde proteínas simples a complejos proteína-
proteína y proteína-ADN (Alvarez-Martinez & Christie, 2009; Llosa et al., 2009). Podemos definir 
tres  familias  de T4SS,  según su función:  (i)  sistemas conjugativos que transfieren plásmidos y 
transposones desde una bacteria donadora a una bacteria receptora; (ii) sistemas de entrada o salida 
de ADN; y (iii), sistemas de translocación de efectores que transportan ADN o proteínas al interior 
de células eucarióticas y están implicados en la virulencia de muchos patógenos Gram negativos 
(Fronzes et al., 2009). Debido al solapamiento funcional entre ciertos T4SS,  recientemente se ha 
propuesto una clasificación más simple que divide a la mayoría de estos sistemas en dos clases: IVa, 
ejemplificado por el sistema VirB/D4 de  Agrobacterium tumefaciens, y IVb, ejemplificado por el 
sistema Dot/Icm de  Legionella  pneumophila (Chandran  Darbari  & Waksman,  2015;  Kubori  & 
Nagai, 2015).
T5SS
Estos sistemas translocan los sustratos en dos pasos e incluyen 5 subcategorías denominadas de 
Va a Ve. Todas, excepto el tipo Vb, consisten en un solo polipéptido que atraviesa la membrana 
interna usando el sistema Sec y que posee un dominio translocador que forma un poro en forma de 
barril  b en la membrana externa a través del cual se secreta el dominio pasajero. Por eso a todos 
estos sistemas se les conoce como autotransportadores. El tipo Vb funciona de manera similar pero 
el  dominio  pasajero  y  el  transportador  son  dos  polipéptidos  diferentes  (Fan  et  al.,  2016). 
Aproximadamente  700  proteínas,  con  funciones  que  incluyen,  adherencia,  auto-agregación, 
citotoxicidad, invasión, resistencia a suero, diseminación célula a célula y proteolisis, usan estos 
sistemas de secreción para atravesar las membranas internas y externa de la bacteria (Henderson & 
Nataro, 2001; Mazar & Cotter, 2007). Entre los autotransportadores bien estudiados de Salmonella 
se encuentran las proteínas ShdA (Kingsley et al., 2000), MisL (Blanc-Potard et al., 1999) y SadA 
(Raghunathan et al., 2011). ShdA se expresa cuando la bacteria está en el intestino del hospedador y 
presenta un dominio que media la adhesión a fibronectina. Dicha proteína es importante para la 
persistencia de Salmonella y su presencia a largo plazo en las heces de ratón (Kingsley et al., 2002). 
MisL, que se codifica en la SPI3, es una adhesina capaz de unirse a fibronectina y está implicada en 
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la  colonización  del  intestino  (Dorsey  et  al.,  2005).  SadA es  un  ejemplo  de  autotransportador 
trimérico (tipo Vc).  Se trata  de  otra  adhesina cuya expresión contribuye a  agregación celular, 
formación  de  biofilm  y  aumentoa  de  la  adhesión  a  células  intestinales  humanas  Caco-2 
(Raghunathan et al., 2011).
T6SS
Son complejos de secreción de un solo paso definidos en el año 2006 (Pukatzki et al., 2006) y 
ampliamente distribuidos entre las proteobacterias (Boyer et al., 2009) incluyendo patógenos como 
P.  aeruginosa,  E.  coli enteroagregativa,  S.  enterica serovar  Typhimurium,  Vibrio  cholerae y 
Yersinia  pestis.  Son  sistemas  compuestos  de  13  subunidades  esenciales  y  varios  componentes 
accesorios (Cascales, 2008; Pukatzki et al., 2009). Estos sistemas pueden translocar proteínas tanto 
a células eucarióticas como procarióticas, por lo que tienen un papel tanto en virulencia como en 
interacciones con otras bacterias (Ho et al., 2014). En Salmonella, el primer T6SS se descubrió con 
la  caracterización de la  SPI6  (Folkesson  et  al.,  2002),  antes  llamada SCI (Salmonella enterica 
centisome 7 genomic island). Este sistema limita el crecimiento intracelular en macrófagos, lo que 
produce una menor tasa de mortalidad en ratones (Parsons & Heffron, 2005). Además, contribuye a 
la colonización gastrointestinal y a la diseminación sistémica en pollos (Pezoa et al., 2013). Existen 
otros tres T6SS en S. enterica (Blondel et al., 2009), encontrados en las SPI19, SPI20 y SPI21. La 
mayoría de los serovares posee tan sólo un T6SS, codificado en SPI6 o en SPI19, aunque algunos 
pueden albergar dos. 
Sistemas CU
Son sistemas de translocación de dos pasos, muy simples, que sólo requieren dos proteínas: (i) 
una chaperona periplásmica; y, (ii) una proteína acomodadora de membrana externa. Estos sistemas 
son responsables del ensamblaje y secreción de pili o fimbrias, estructuras formadas por múltiples 
subunidades que actúan como factores de virulencia en: (i) el reconocimiento; (ii) la adhesión e 
invasión del hospedador; y, (iii) la formación de biopelículas [revisado en  (Geibel & Waksman, 
2014)]. 
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Los T3SS de Salmonella
Las dos especies del  género  Salmonella presentan el  T3SS codificado en la  SPI1 (T3SS1), 
además  la  especie  S.  enterica porta  un  T3SS  adicional  (T3SS2)  codificado  en  una  isla  de 
patogenicidad  diferente,  la  SPI2,  por  lo  que  se  cree  que  ha  sido  adquirido  más  recientemente 
(Bäumler, 1997). Ambos sistemas de secreción desempeñan un papel importante en la interacción 
con el hospedador durante la patogénesis. El T3SS1 facilita la invasión de células no fagocíticas y 
contribuye al traspaso del epitelio; el T3SS2 se requiere para la replicación bacteriana dentro de 
muchos  tipos  celulares  eucarióticos  (Aussel  et  al.,  2011;  Geddes  et  al.,  2007) de  los  diversos 
órganos alcanzados durante la infección sistémica (Carter & Collins, 1974).
T3SS1
En cada célula bacteriana podemos encontrar entre 10 y 100 complejos de este tipo (Kubori et  
al., 1998) localizados a lo largo del eje bacteriano, con una distribución similar a la de los flagelos. 
Esto permite a las bacterias extracelulares aumentar la probabilidad de establecer contacto con las 
células hospedadoras para la inyección de proteínas efectoras. Las subestructuras del T3SS1 son 
complejos proteicos homo- o heteromultiméricos (Figuras I.7 e I.9). El anillo interno consta de 24 
subunidades de PrgK y PrgH; el anillo externo y el cuello se componen de 15 copias de InvG 
(Schraidt  & Marlovits,  2011;  Schraidt  et  al.,  2010).  La aguja está  compuesta  de réplicas  de la 
proteína PrgI, con una disposición helicoidal similar a la del filamento flagelar. El lumen central de 
la aguja, por el cual se secretan los efectores, tiene un diámetro de unos 25 Å (Loquet et al., 2012). 
La  aguja  está  conectada  a  la  varilla  interna,  la  cual  está  formada por  PrgJ.  Esta  subestructura 
atraviesa el cuerpo basal y controla la longitud de la aguja (Marlovits et al., 2006). La punta de la 
aguja  se  forma  con  5  moléculas  de  SipD  que  interaccionan  con  PrgI  mediante  cambios 
conformacionales de ambas proteínas (Lunelli et al., 2011; Rathinavelan et al., 2011).
T3SS2
En cada célula bacteriana existen únicamente una o dos copias de este sistema y se encuentra 
localizado en los polos  (Chakravortty  et al., 2005). Debido a que este sistema se activa cuando 
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Salmonella está dentro de la SCV, donde las membranas de la bacteria están ya en contacto con la 
membrana  de  la  célula  diana,  probablemente  sea  suficiente  un  único  inyectosoma  para  la 
translocación de los efectores. Esta estructura multiproteica (Figura I.7 e I.9) atraviesa la envuelta 
bacteriana y termina en un translocón, insertado en la membrana vacuolar de la célula hospedadora 
(Chakravortty et al., 2005) y formado por las proteínas SseB, SseC y SseD (Nikolaus et al., 2001). 
Los  mutantes ssaG, ssaH y ssaI son incapaces de formar estructuras superficiales, lo que sugiere 
una función para SsaG, SsaH y SsaI en la formación de un T3SS2 funcional y de estructuras de 
superficie (Chakravortty et al., 2005). La secreción selectiva de este sistema está controlada por un 
complejo regulador formado por tres proteínas (SsaL, SsaM y SipC), el cual se localiza en el citosol 
bacteriano, probablemente en contacto con el cuerpo basal (Yu et al., 2004, 2010). SsaQ constituye 
la plataforma citoplasmática (anillo C) conectada a la base del sistema de secreción (Diepold et al., 
2010; Morita-Ishihara et al., 2006).
Figura I.7: Estructura y composición de los T3SSs de Salmonella. (A)Representación esquemática de la estructura de los T3SSs. 
(B) Elementos  estructurales  de  los  T3SSs.  (C) y  (D) Proteínas  involucradas  en  la  composición  de  los  T3SS1  y  T3SS2, 
respectivamente. *Estimaciones debidas a similitudes con otros T3SSs. **La traducción en tándem de SsaQLS(long, short) produce 
la expresión de dos proteínas, donde SsaQS actúa como una chaperona para el componente estructural SsaQL(Yu et al., 2011).
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Regulación de los T3SS
Se requiere una rápida y precisa regulación de la actividad de los T3SSs para la adaptación a las 
diferentes  condiciones  ambientales  a  las  que  es  sometida  Salmonella durante  el  proceso  de 
infección. Esta regulación sucede a niveles diferentes, desde la transcripción y la traducción hasta 
las interacciones proteína-proteína y la secreción. En estas redes reguladoras influye una amplia 
gama de factores externos e internos (Fass & Groisman, 2009; Golubeva et al., 2012). Los genes de 
la SPI1 se expresan principalmente durante las etapas iniciales de la infección, en el intestino. Una 
vez dentro de las células epiteliales aumenta la expresión de la SPI2 y, finalmente, la SPI2 muestra 
una  expresión  predominante  una  vez  que  la  bacteria  ha  atravesado  el  epitelio  y  reside  en  las 
vacuolas de los macrófagos (Hautefort et al., 2008). A pesar de este patrón aparentemente recíproco 
de la expresión a lo largo de la invasión, ambas islas están correguladas por las mismas proteínas 
reguladoras globales. Ambas islas son fuertemente reprimidas por la proteína H-NS (Lucchini et al., 
2006; Oshima et al., 2006) y activadas por IHF, FIS y OmpR (Ellermeier & Slauch, 2007; Feng et  
al., 2003; Kelly et al., 2004; Mangan et al., 2006; Osborne & Coombes, 2011). Además, existe una 
relación entre ambas islas dada por la inducción de la expresión de hilA (SPI1) y de ssrAB (SPI2) 
por HilD, el cual mitiga la acción represora de H-NS (Bustamante et al., 2008). En la Figura I.8 se 
esquematizan las vías de regulación de los dos sistemas de secreción de Salmonella.
Regulación del T3SS1
La activación del  T3SS1 de   Salmonella se  produce  en el  lumen intestinal  promovido por 
diversos factores ambientales como la osmolaridad, la tensión de oxígeno, el pH  (Altier, 2005), 
ácidos grasos de cadena corta (acetato, formiato, propionato y butirato) (Golubeva et al., 2012) y de 
cadena larga (Golubeva et al., 2015). De esta forma es probable que la bacteria comience a secretar 
efectores al entorno intestinal tras la colonización. Hay estudios que avalan esta idea al mostrar que, 
aproximadamente, el 80-90% de los efectores secretados por el T3SS1 de Salmonella se asocian a 
bacterias no adheridas o están en el medio de infección, mientras que solo el 10% se transloca al  
interior de la célula hospedadora (Collazo & Galán, 1997).
La expresión de la  SPI1 está  controlada por cuatro activadores transcripcionales  tipo AraC 
codificados  en  la  propia  isla:  HilA,  HilC,  HilD  e  InvF  .  HilC  e  HilD  controlan  su  propia 
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transcripción y la de su compañero, y juntos activan a  hilA ,a través de complejos mecanismos 
(Ellermeier et al., 2005; Olekhnovich & Kadner, 2002; Schechter & Lee, 2001). Ni HilC ni RtsA, 
otro  activador  de  la  SPI1,  pueden  activar  a  hilA por  sí  mismos,  pero  actúan  amplificando  la 
transcripción mediada por HilD (Chubiz et al., 2010; Golubeva et al., 2012). HilA, a su vez, activa 
a invF, los genes que codifican el T3SS1 y sus proteínas efectoras (Bajaj et al., 1995).
Figura I.8: Regulación de los T3SSs de Salmonella. A la izquierda se representa la regulación de la SPI1; en el centro se muestran 
los elementos con impacto en ambas islas de patogenicidad; a la derecha se representa la regulación de la SPI2. Los reguladores clave 
están en negrita y los partícipes principales de la regulación cruzada, subrayados. La naturaleza del impacto sobre la regulación se  
indica con un código  de  colores.  Así,  los  factores  ambientales  se  muestran  en  rojo  (osmolaridad),  azul  celeste  (pH),  amarillo 
(oxígeno) y verde claro (péptidos antimicrobianos); la síntesis proteica se muestra en rosa (unión a promotor/transcripción), azul  
oscuro (estructuración del ADN/transcripción), marrón (regulación postranscripcional del ARN) y naranja (regulación traduccional); 
las interacciones proteicas se presentan en verde oscuro (unión directa) y azul oscuro intermitente (fosforilación). *Mecanismos de  
regulación en el triunvirato de HilD, HilC y RtsA. Imagen adaptada de (Moest & Méresse, 2013)
La red que forman estos reguladores incorpora, también, señales procedentes de reguladores 
globales.  Por  ejemplo,  Lrp  (leucine-responsive  regulatory  protein)  reduce  la  expresión  de SPI1 
mediante la represión de la transcripción de hilA e invF (Baek et al., 2009). H-NS y Hha, proteínas 
asociadas al  nucleoide (NAPs,  de  nucleoid-associated proteins),  se  unen a  regiones localizadas 
aguas arriba y abajo del promotor de hilA reprimiendo su expresión (Olekhnovich & Kadner, 2006; 
Queiroz et al., 2011). HilC e HilD son sustratos de la proteasa dependiente de ATP Lon (Takaya et  
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al.,  2005),  la  cual  contribuye  a  la  represión  de  la  SPI1  tras  la  invasión  de  células  epiteliales 
(Boddicker & Jones, 2004). HilE es un regulador negativo de SPI1 (Fahlen  et al., 2000) y puede 
interferir con la función de HilD por interacción directa proteína-proteína (Baxter et al., 2003). La 
transcripción de hilE se activa por el regulador de las fimbrias FimYZ (Baxter & Jones, 2005) y se 
reprime por el regulador dependiente de PTS (phosphotransferase system) Mlc (Lim et al., 2007), y 
esto  se  transmite  a  la  SPI1 a  través  de HilD.  Los sistemas de dos  componentes  PhoQ/PhoP y 
PhoR/PhoB  pueden  activar  la  expresión  de  hilE (Ellermeier  &  Slauch,  2007;  Jones,  2005) y 
reprimir la de hilA (Golubeva et al., 2012; Lucas et al., 2000). El sistema Csr reprime la expresión 
de la SPI1  (Altier  et al., 2000; Martínez  et al., 2011) a través de la sobreexpresión de  csrA y lo 
activa a través de CsrB y CsrC, antagonistas de CsrA, los cuales son activados a su vez por el 
sistema de dos componentes BarA/SirA (Fortune et al., 2006). También se activa la SPI1 a través 
del  regulador  de la  absorción de hierro,  Fur  (Ellermeier  & Slauch,  2008; Teixidó  et  al.,  2011; 
Troxell  et  al.,  2011).  En  S.  enterica serovar  Enteritidis  se  reprime  la  expresión  de  hilA en 
condiciones aerobias a través de Fnr (Van Immerseel et al., 2008), el cual activa muchos genes de la 
SPI1 en S. enterica serovar Typhimurium en condiciones anaerobias (Fink et al., 2007). El sistema 
de dos componentes EnvZ/OmpR activa la SPI1 mediante el control de la expresión de hilD a nivel 
postranscripcional  (Ellermeier  et  al.,  2005;  Ellermeier  &  Slauch,  2007).  Recientemente  se  ha 
descrito que FliZ, un inhibidor de RpoS  (Pesavento  et al., 2008), activa la expresión de la SPI1 
mediante  el  control  de  la  actividad  de  HilD  (Chubiz  et  al.,  2010).  También  esta  descrita  la 
regulación de la SPI1 por metilación de adenina (Balbontín et al., 2006; García-Del Portillo et al., 
1999;  López-Garrido  & Casadesús,  2010).  Esta  regulación  dependiente  de  la  metilasa  Dam es 
transmitida vía HilD a nivel postranscripcional y ejercida por productos de otro elemento génico 
adquirido horizontalmente, el grupo fimbrial std, que codifica un tipo de apéndice ensamblado por 
la vía CU (López-Garrido & Casadesús, 2012). El citoesqueleto bacteriano también es importante 
en  la  regulación  de este  sistema,  pero  no  en  su  ensamblaje  y actividad  (Bulmer  et  al.,  2012). 
Recientemente se ha descrito la represión de SPI1 por LeuO. Este regulador transcripcional de tipo 
LysR actúa mediante dos vías: una vía principal a través de la activación de  hilE, cuyo producto 
HilE es un inhibidor de HilD, y una vía secundaria independiente de HilE e HilD (Bustamante & 
Calva, 2014; Dillon et al., 2012; Espinosa & Casadesús, 2014).
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Regulación del T3SS2
La  expresión  de  este  sistema  depende  principalmente  de  tres  sistemas  reguladores  de  dos 
componentes:  SsrA/SsrB,  PhoP/PhoQ  y  EnvZ/OmpR,  siendo  el  regulador  central  el  sistema 
SsrA/SsrB [revisado en (Fass & Groisman, 2009)].
(i) SsrA es el sensor integral de membrana y SsrB es el regulador de respuestas. El sistema se 
activa al estar Salmonella dentro de macrófagos, e in vitro cuando se incuba en medio mínimo a pH 
ácido (Miao et al., 2002). SsrB se une a los promotores de todos los grupos génicos funcionales de 
la SPI2 cuando está fosforilada  (Walthers  et al., 2007), y es esencial para la expresión tanto del 
T3SS2 como de sus efectores independientemente de que estén estos codificados dentro de la SPI2 
o fuera (Worley et al., 2000). Además, SsrB activa su propia transcripción y la de ssrA (Feng et al., 
2003). Esto está controlado negativamente por EIIANtr, el cual se une directamente a SsrB e impide 
así su unión a los promotores diana (Choi et al., 2010). SsrB activa directamente la transcripción de 
los sustratos del T3SS2 (SifA, SifB, SseJ, PipB, etc.) y promueve la transcripción del propio T3SS2 
desplazando a H-NS de la región promotora de la SPI2  (Walthers  et al.,  2011). Además, H-NS 
reprime la expresión de ssrA mediante la unión directa a su promotor (Bustamante et al., 2008). Las 
NAPs YdgT y Hha reprimen la transcripción de los genes de la SPI2 de manera dependiente de 
SsrB (Coombes et al., 2005; Silphaduang et al., 2007). IHF y FIS son NAPs que, al contrario que 
las mencionadas antes, son necesarias para la correcta expresión de los genes de la SPI2 (Kelly et  
al., 2004; Lim et al., 2006b; Mangan et al., 2006; Yoon et al., 2003).
(ii) FIS también puede regular la expresión de SPI2 a través del control de la expresión de otros 
genes  como  phoP.  PhoP es  un importante  regulador  de  la  SPI2  (Bijlsma & Groisman,  2005b; 
Deiwick et al., 1999; Lee et al., 2000; Worley et al., 2000), aunque dispensable (Miao et al., 2002). 
El  sistema  PhoQ/PhoP  es  un  regulador  ancestral  conservado  en  Salmonella y  otras  especies 
relacionadas, se requiere para la virulencia y la supervivencia de Salmonella dentro de macrófagos 
(Groisman, 2001; Miller  et al., 1989). PhoP se une directamente al promotor de  ssrB  y controla 
SsrA a un nivel postranscripcional (Bijlsma & Groisman, 2005b). PhoP también regula la expresión 
y/o activación de la  proteína SlyA  (Cano  et  al.,  2001;  Navarre  et al.,  2005),  la  cual se une al 
promotor de  ssrA, regulando la expresión de los genes de la SPI2. El papel de SlyA parece estar 
limitado a impedir el silenciamiento por H-NS (Perez et al., 2008). El regulador de la SPI1 HilD 
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también favorece la expresión del sistema SsrA/SsrB desplazando a H-NS de una región corriente 
abajo del promotor de ssrAB (Martínez et al., 2014).
(iii)  EnvZ/OmpR desempeña un papel  importante  en la  expresión de la  SPI2.  OmpR actúa 
como regulador de respuesta y se une a los promotores de ssrA (Lee et al., 2000) y de ssrB (Feng 
et al., 2003) promoviendo su transcripción. Pese a que el sitio de unión de OmpR al promotor de 
ssrA solapa con el de SsrB, no parece que OmpR antagonice el silenciamiento promovido por H-NS 
(Bustamante et al., 2008).
(iv) El T3SS2 también está regulado a nivel de secreción por un sensor de pH desconocido que 
reacciona al pH neutro del citoplasma eucariótico. El T3SS2 se ensambla en condiciones de bajo pH 
en  el  ambiente  vacuolar  y  secreta  las  proteínas  del  translocón  y  cantidades  insignificantes  de 
efectores. La formación del translocón permite la detección del pH neutro del citoplasma eucariota, 
y esto causa la disociación y degradación del complejo regulador SsaL-SsaM-SpiC, permitiendo la 
secreción  de  aproximadamente  25  efectores,  los  cuales  se  translocan  a  través  de  la  membrana 
vacuolar (Yu et al., 2010).
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Efectores de los T3SS de Salmonella y procesos en los 
que intervienen
Los sustratos de los T3SSs pueden estar codificados tanto dentro de las SPI1 y SPI2 como fuera 
de ellas, normalmente dentro de fragmentos génicos con características de adquisición horizontal. 
El contacto de la bacteria con la superficie de la célula hospedadora activa la translocación de 
efectores mediada por el T3SS1 (Galán, 2001; Hayward et al., 2005). Algunos de estos efectores 
están involucrados en la inducción de pliegues locales de membrana y en la invasión bacteriana 
(Galán, 1996). Los efectores del T3SS1 también están implicados en la producción de citoquinas 
proinflamatorias,  en  la  activación  de  las  vías  MAPK (mitogen-activated  protein  kinase),  en  el 
reclutamiento de linfocitos PMNs y en la inducción de inflamación intestinal aguda. El T3SS2 se 
expresa intracelularmente en respuesta al pH ácido y la limitación de nutrientes encontrados en el 
lumen de la SCV. Transloca efectores desde la vacuola que se requieren para la modulación del 
ambiente intracelular (Malik-Kale et al., 2011). Pese a las diferencias entre ambos sistemas existen 
efectores de uno y otro que se necesitan al mismo tiempo (Brawn et al., 2007; Lawley et al., 2006). 
En la Figura I.9 se enumeran la mayoría de los efectores conocidos hasta el momento.
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Figura I.9: Representación esquemática de los T3SS1 y T3SS2 de  Salmonella. MV: membrana vacuolar. Los componentes del 
T3SS1 y sus efectores aparecen en azul; los componentes del T3SS2 y sus efectores aparecen en rojo. Los efectores translocados a  
través de ambos sistemas aparecen en púrpura. Imagen adaptada de (Ramos-Morales, 2012)
La idea, tratada previamente, de que muchos efectores de  S. enterica se secretan al entorno 
intestinal  (Collazo  &  Galán,  1997) hace  pensar  que  los  efectores  de  Salmonella podrían 
interaccionar funcionalmente con el hospedador a nivel intra- y extracelular. Un ejemplo de ello es 
el efector SipA que promueve gastroenteritis mediante dos motivos funcionales que desencadenan, 
de manera individual, mecanismos de entrada bacteriana o de inflamación (Wall et al., 2007). SipA 
sufre  un  procesamiento,  a  través  de  la  caspasa-3  del  hospedador,  en  la  superficie  del  epitelio 
intestinal, esto sugiere que SipA necesita ser cortado antes de la interacción con la superficie apical 
de la célula hospedadora (Srikanth et al., 2010).
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Endocitosis mediada por Salmonella
S. enterica es capaz de inducir su propia entrada en células no fagocíticas, gracias al concurso 
de  un  conjunto  de  7  efectores  del  T3SS1  (SipA,  SipB,  SipC,  SopB,  SopD,  SopE  y  SopE2).  
Mediante  la  deformación  de  la  membrana  de  la  célula  hospedadora  y  la  reorganización  del 
citoesqueleto de actina, la bacteria provoca su internalización en la SVC (Galán, 2001).
(i) SipA no es imprescindible para la entrada, pero sí aumenta la eficacia de la invasión, al 
promover  la  polimerización  de  actina  y  potenciar  la  actividad  nucleadora  de  actina  de  SipC 
[revisado en (Haraga & Miller, 2006)]. SipA induce la actividad, en la célula hospedadora, de la T-
plastina (fimbrina), modulando de este modo el empaquetamiento de actina (Zhou et al., 1999); e 
inhibe a las proteínas despolimerizadoras de actina ADF/cofilina y gelsolina (McGhie et al., 2004).
(ii)  SipB,  una  proteína  del  translocón,  se  une  directamente  al  colesterol  de  la  membrana 
plasmática  eucariótica  y  media  el  acoplamiento  de  Salmonella a  las  células  diana.  Es  más,  la 
eliminación del colesterol presente en la membrana plasmática limita la secreción a partir de los 
T3SSs de S. enterica serovar Typhimurium, lo que da lugar a un descenso en la invasión de la célula 
hospedadora (Hayward et al., 2005). Además, coopera con SipA para promover la polimerización 
de  filamentos  de  actina  en  el  lugar  de  adhesión  bacteriana,  y  evitar  el  desensamblaje  de  los 
filamentos por factores del hospedador (McGhie et al., 2001).
(iii)  SipC interacciona  con  el  componente  del  complejo  exocisto  Exo70,  el  cual  media  la 
conexión y fusión de vesículas exocíticas con la membrana plasmática (Nichols & Casanova, 2010). 
Además,  posee dos dominios definidos  con distintas funciones catalíticas,  el  dominio carboxilo 
terminal polimeriza monómeros de actina, dando lugar a un rápido crecimiento del filamento; y el  
domino  amino  terminal  une  los  filamentos,  formando  haces  (Hayward  &  Koronakis,  2002). 
Recientemente se ha descrito la participación de SipC en la redistribución a la superficie de la 
membrana  apical  de  PERP,  una  proteína  del  hospedador  clave  para  la  respuesta  inflamatoria 
inducida por Salmonella (Hallstrom & McCormick, 2016).
(iv)  SopB  (también  conocido  como  SigD)  está  implicado  en  la  invasión  a  través  de  sus 
actividades fosfatidilinositol  4-fosfatasa y 5-fosfatasa.  Ambas actividades son necesarias para el 
reclutamiento de SNX9 (sorting nexin 9) y la formación de pliegues de membrana mediados por 
SNX9  (Piscatelli  et  al.,  2016),  asi  como para  el  reclutamiento  del  complejo  AnxA2 (anexina 
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A2)/p11 en el sitio de invasión para mejorar la eficiencia de la invasión (Jolly et al., 2014).Recluta a 
VAMP8, una v-SNARE que media la fusión homotípica de endosomas tempranos y tardíos y regula 
la exocitosis, lo cual contribuye al proceso de entrada de Salmonella (Dai et al., 2007; Norris et al., 
1998).
(v) SopD, que se transloca a través  de los dos T3SSs de S. enterica, actúa en cooperación con 
SopB e interviene en la fusión de membranas y formación del macropinosoma durante la infección 
(Bakowski et al., 2007). La diana intracelular de SopD es la proteína G pequeña Cdc42 (Rogers et  
al., 2008). Induce, junto con SopB, la secreción de fluidos e inflamación (Jones et al., 1998).
(vi) SopE y SopE2, pese a no tener secuencias similares a los factores de recambio de guaninas 
(GEFs)  eucarióticos,  imitan  a  estos  factores  y  poseen  un  mecanismo  de  acción  muy  parecido 
(Buchwald  et  al.,  2002;  Schlumberger  et  al.,  2003).  Mediante  este  mecanismo SopE y  SopE2 
activan las GTPasas Rac1 y Cdc42 (Hardt  et al., 1998; Stender  et al., 2000). SopE puede activar 
tanto a Cdc42 como a Rac1 mientras que SopE2 solo activa a Cdc42  (Friebel  et al., 2001). La 
activación de Rac1 por SopE, pero no la de Cdc2, se requiere para provocar la internalización de la 
bacteria  (Patel  & Galán,  2006)  a  través  del  reclutamiento del  complejo regulador  WAVE y la 
cooperación de un factor de cambio de nucleótidos de guanina del hospedador llamado ARNO 
(Humphreys  et al.,  2012). Además SopE también activa a RalA, una GTPasa requerida para el 
ensamblaje del exocisto (Nichols & Casanova, 2010).
Algunos de los efectores mencionados anteriormente inducen la remodelación del citoesqueleto 
de actina durante la entrada de Salmonella en la célula eucariótica. Lo pueden hacer por dos vías 
distintas, o bien uniéndose directamente a la actina (SipA y SipB) o bien mediante la activación de 
GTPasas Rho celulares que se requieren para la formación de redes de actina altamente ramificadas 
(SopB, SopE y SopE2).
(i) SipA y SipB se unen directamente a la actina, cooperan para promover la polimerización de 
filamentos de actina en el lugar de adhesión bacteriana, y evitan el desensamblaje de los filamentos 
por  factores  del  hospedador  (McGhie  et  al.,  2001).  SipA induce  la  actividad,  en  la  célula 
hospedadora, de la T-plastina (fimbrina), modulando de este modo el empaquetamiento de actina 
(Zhou et al., 1999); e inhibe a las proteínas despolimerizadoras de actina ADF/cofilina y gelsolina 
(McGhie et al., 2004). SipC, por su parte, posee distintos dominios capaces de nuclear la actina y 
promover el empaquetamiento de la misma (Chang et al., 2005; Myeni & Zhou, 2010).
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(ii)  SopB, SopE y y SopE2 modulan la  formación de los  filamentos  de actina a  través  de 
GTPasas Rho celulares. SopE y SopE2 activan las GTPasas Rac1 y Cdc42  (Hardt  et al.,  1998; 
Stender  et al., 2000) y SopB activa indirectamente a RhoG mediante la activación de una GEF 
(Patel & Galán, 2006).
Figura I.10: Cambios inducidos por el T3SS1 en las células hospedadoras. Salmonella dirige su propia internalización en las 
células hospedadoras mediante un mecanismo caracterizado por la aparición de grandes pliegues de membrana en el lugar de entrada  
de la bacteria.  Los efectores (esferas amarillas) del T3SS1 SipA, SipC, SopB, SopE y SopE2 inducen este proceso,  el  cual es  
revertido por la acción del efector SptP. A su vez, SipA, SopB, SopE y SopE2 contribuyen a la interrupción de las uniones estrechas.  
Por el contrario, AvrA las estabiliza. Imagen adaptada de (Haraga et al., 2008).
Al final del proceso de invasión interviene  SptP. Este efector posee actividad GAP (proteína 
activadora de GTPasa) antagonista a SopE y SopE2, inactivando a Rac1 y Cdc42 después de la 
invasión y revirtiendo los cambios  producidos en el  citoesqueleto de actina y en la  membrana 
plasmática dentro de las primeras 3 h de infección (Fu & Galán, 1999; Galan & Zhou, 2000). SptP, 
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contribuye también a la evasión de la inmunidad innata del hospedador mediando la supresión de la 
desgranulación de mastocitos locales (Choi et al., 2013).
Alteración de las uniones estrechas
Las células epiteliales se unen entre sí por uniones estrechas, estas uniones están especializadas 
y funcionan como barreras para la difusión de algunas proteínas de membrana y de lípidos entre los 
dominios apical y basolateral de la membrana plasmática. Además, sirven como selladoras para 
mantener  las  células  juntas  y,  así,  impedir  el  paso  de,  incluso,  pequeñas  moléculas.  Están 
compuestas  por  las  proteínas  transmembrana  claudinas  y  ocludinas;  las  proteínas  periféricas 
intracelulares de membrana, proteínas ZO; y algunas proteínas asociadas. Salmonella modifica las 
uniones estrechas (Figura I.10) a través de la acción de cuatro efectores del T3SS1: SipA, SopB, 
SopE y SopE2 (Boyle  et al., 2006). Con ello, la bacteria aumenta la permeabilidad de la barrera 
epitelial. La desestabilización de estas uniones intercelulares permite la transmigración de PMNs 
desde la superficie basolateral a la apical, la fuga de fluido celular y el acceso de las bacterias a la 
superficie basolateral. Esta transmigración, sin embargo, puede ocurrir también sin necesidad de 
alterar las uniones estrechas, y esto lo consigue SopA, que actúa como una ligasa de ubiquitina 
HECT3 (Zhang et al., 2006) y posee un sitio de corte por caspasa-3, necesario para su activación. El 
efector AvrA, también sustrato del T3SS1, actúa, sorprendentemente, como un estabilizador de las 
uniones estrechas  (Liao  et al.,  2008) bloqueando la vía de la Jun quinasa (JNK)  (Zhang  et al., 
2015b).
Respuestas nucleares
Los efectores tipo III contribuyen a los cambios transcripcionales observados en las células 
infectadas por Salmonella. Al infectar células humanas con el mutante invA, que no posee el T3SS1 
funcional, o con el mutante avrA slrP sopA sopB sopD sopE sopE2 sptP sspH1, carente de efectores 
implicados en la invasión y otros procesos celulares, se obtienen perfiles transcripcionales similares 
a los de células sin infectar, lo que demuestra que la reprogramación llevada a cabo por la bacteria 
silvestre depende de uno o más efectores del T3SS1  (Bruno  et al., 2009). SopB, SopE y SopE2 
activan GTPasas que estimulan la respuesta inmune innata al inducir las vías ERK, JNK y p38 
(MAPK) que, a su vez, inducen los reguladores principales AP-1 y NF-κB  (Bruno  et al., 2009; 
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Hobbie et al., 1997; Patel & Galán, 2006). Estos establecen la secreción basolateral de interleuquina 
(IL)  IL-8,  que  es  un  requerimiento  para  la  migración  de  PMNs  (McCormick  et  al.,  1993), 
provocando la inflamación. Por otro lado, un mutante sipA sopA sopB sopD sopE sopE2 muestra un 
patrón diferente de respuesta celular relacionado con la regulación del citoesqueleto de actina y las 
vías del fosfatidilinositol, CCR3, Wnt y TGFB, cuando se compara con una estirpe silvestre en la 
infección de placas de Peyer bovinas (Lawhon et al., 2011).
Además, SspH1 inhibe la expresión génica dependiente de NF-κB; y, junto con SptP, participa 
en la inhibición de la liberación de IL-8. Adicionalmente, GogB, SseL y AvrA presentan actividad 
desubiquitinasa,  bloqueando la degradación de IκBα e inhibiendo la vía NF-κB  (Collier-Hyams 
et al., 2002; Le Negrate et al., 2008; Ye et al., 2007).  AvrA está asociado con el interferón γ  (Liu 
et al., 2010); y, además, también bloquea la vía NF-κB mediante la ubiquitinación de β-catenina (Ye 
et al., 2007). También inhibe la activación de la vía JNK inducida por  Salmonella (Du & Galán, 
2009) e  induce la  acetilación de p53  (Wu  et  al.,  2010).  Así mismo,  AvrA restaura las  uniones 
estrechas del epitelio con el fin de apagar las vías inflamatorias (Liao et al., 2008), que es un paso 
crítico para la supervivencia intracelular y la patogénesis de Salmonella (Haraga & Miller, 2003).
Por otro lado, estudios realizados sobre macrófagos de pollo infectados con S. enterica serovar 
Enteritidis han desvelado que SipA, efector del T3SS1, y PipB, efector del T3SS2, suprimen la 
respuesta innata del hospedador mediante la alteración de los niveles de ciertas quimioquinas y 
RhoA (Zhang et al., 2008).
Recientemente, en el grupo en que se ha realizado esta tesis, se ha llevado a cabo un análisis 
transcriptómico  en  células  HeLa  transfectadas  establemente  con  el  gen  del  efector  SteA.  La 
expresión de SteA en estas células epiteliales dio lugar a inducción de genes relacionados con la 
matriz extracelular, la regulación de la proliferación celular y la de vías de señalización mediadas 
por quinasas de serina y treonina. SteA también provocó la represión de genes relacionados con 
procesos inmunes y con la regulación de la síntesis de purinas (Cardenal-Muñoz et al., 2014).
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Figura I.11: Respuestas nucleares inducidas por efectores de Salmonella. Se representan algunos de los efectos de los efectores 
Salmonella T3SS en las vías de transducción de señal de acogida, lo que lleva a la inducción o inhibición de las respuestas inmunes  
del huésped, imagen adaptada de (Ramos-Morales, 2012).
Biogénesis  de  la  SCV  y  proliferación  intracelular  de 
Salmonella
Una vez internalizada, Salmonella establece su nicho en un fagosoma modificado, la SCV, que 
puede persistir desde unas horas a días (revisado en  (Bakowski  et al., 2008)). La biogénesis y la 
maduración de la SCV están característicamente acompañados por la formación de diferentes tipos 
de túbulos originados y conectados a la SCV (Schroeder et al., 2011). La SCV se mueve desde la 
membrana  plasmática  hasta  una  posición  perinuclear  (Ramsden  et  al.,  2007),  recluta  varios 
miembros de la familia de pequeñas GTPasas Rab (Smith et al., 2007) e interacciona con las vías 
endo- y exocíticas.
El efector SopB, pese a translocarse por el T3SS1, persiste al menos 12 horas tras la infección y 
contribuye tanto al  mantenimiento de la  SCV como a la infección sistémica a tiempo largo en 
53
Introducción
ratones (Giacomodonato et al., 2007; Lawley et al., 2006). Es ubiquitinado por TRAF6 dentro de la 
célula hospedadora, lo cual le permite realizar su actividad biológica (Ruan et al., 2014). Manipula 
de forma directa, a través de su actividad fosfatasa, e indirecta el contenido de fosfatos de inositol 
de la membrana (Steele-Mortimer et al., 2000; Terebiznik et al., 2002). Esto provoca la exclusión 
de Rab de la SCV y puede servir para retrasar su fusión con el lisosoma (Bakowski et al., 2008). 
Además, SopB recluta la GTPasa Rab5 a la membrana de la SCV  (Mallo  et al.,  2008), lo que 
reclutará reguladores importantes para el tráfico de membrana  (Braun  et al., 2010; Bujny  et al., 
2008). SopB también recluta para la SCV a Rab7 y LAMP1 (Braun et al., 2010).
En las infecciones de S. enterica serovar Typhimurium la SVC acumula colesterol a lo largo de 
la infección (Figura I.12), hecho que está ligado a la replicación intracelular de la bacteria y parece 
ser  dependiente  de  SPI2  (Catron  et  al.,  2002).  También  es  importante  para  la  supervivencia 
intracelular  de  Salmonella la  esterificación  del  colesterol  a  través  de  SseJ  a  nivel  de  la  SCV 
(Nawabi et al., 2008).
La SCV alcanza una posición yuxtanuclear adyacente al centro organizador de microtúbulos, en 
las proximidades del aparato del Golgi. Para ello se desplaza a lo largo de los microtúbulos con un 
movimiento dependiente de dineína  (Ramsden  et al., 2007). Esta localización es importante para 
preservar  la  replicación  de  Salmonella  dentro  de  la  SCV, ya  que  desde  allí  la  SCV adquiere 
nutrientes y componentes de membrana (Salcedo & Holden, 2003). Este proceso requiere efectores 
de ambos T3SS: SipA y SopB del T3SS1 y SifA, SseF y SseG del T3SS2 (Boucrot  et al., 2005; 
Deiwick  et  al.,  2006).  Una  proteína motora asociada a  actina,  miosina II  no muscular,  parece 
contribuir  al  posicionamiento de la SCV en un proceso en el  que está involucrada la actividad 
fosfatasa de SopB  (Wasylnka  et al., 2008). En células epiteliales algunas SCVs migran hacia la 
periferia  de  la  célula  hospedadora,  en  un  movimiento  centrífugo  dependiente  de  microtúbulos, 
kinesina y el efector del T3SS2 PipB2 (Knodler & Steele-mortimer, 2005), que está asociado con un 
descenso en los efectores del T3SS1 SipA y SopB. Este desplazamiento, sumado a la capacidad de 
la bacteria para escapar de la vacuola, se ha asociado a la habilidad de la bacteria de moverse de una 
célula a otra con el fin de repetir el ciclo de infección (Knodler et al., 2010; Szeto et al., 2009).
Tras  varias  horas  de  la  entrada  de  Salmonella se  pueden  observar  filamentos  de  F-actina 
alrededor de la SCV, lo que es importante para la replicación bacteriana (Henry et al., 2006).  SseI y 
SspH2 colocalizan con el citoesqueleto de actina interaccionando con una proteína de unión a actina 
del hospedador, la filamina  (Miao  et al., 2003). La toxina secretada por el T3SS2 SpvB induce 
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despolimerización de la actina asociada a la vacuola (Browne et al., 2002; Lesnick et al., 2001), lo 
cual tiene un efecto negativo en la formación de los Sifs.
Durante la maduración de la SCV se produce la formación de tres estructuras de membrana: los 
Sifs  (Salmonella-induced  filaments),  SISTs  (Salmonella-induced  secretory  carrier  membrane  
protein 3 (SCAMP3) tubules) y LNTs (LAMP-1 negative tubules), estos últimos observados más 
fácilmente en células epiteliales.
(i)  Sifs:  Son largas estructuras de membrana extendidas desde la SCV y necesarias para el 
correcto posicionamiento de dicha vacuola cerca de la región perinuclear del hospedador,  en la 
proximidad del aparato de Golgi. Aparecen con el inicio de la replicación bacteriana, horas después 
de la invasión. Derivan de los compartimentos endocíticos tardíos, presentan la misma composición 
que  las  membranas  de  la  SCV y contienen colesterol,  ATPasa  vacuolas,  LAMPS,  Rab7,  ácido 
lisobifosfatítdico y catepsina D (Drecktrah  et al., 2008; Rajashekar  et al., 2008; Steele-Mortimer, 
2008). Los Sifs también son positivos para SCAMP3 y ello indica que pueden incorporar membrana 
de la vía secretora (Mota et al., 2009). En la formación de los Sifs están involucrados los efectores 
PipB2, SifA, SopD2, SseF, SseG y SseJ, mientras que SpvB parece tener un efecto negativo en su  
formación. SifA activa la GTPasa RhoA y se une a la proteína eucariota SKIP (SifA and kinesin-
interacting protein), regulando el nivel de la proteína motora de microtúbulos kinesina-1 en la SCV 
(Boucrot et al., 2005). PipB2 también recluta kinesina-1 (Henry et al., 2006), que junto al complejo 
SifA-SKIP, promueve la elongación de los túbulos a lo largo de los microtúbulos. La formación de 
los Sifs requiere una red de microtúbulos intacta  (Brumell  et al., 2002; Garcia-del Portillo  et al., 
1993).  Parece  que  SseJ  colabora  con  SifA en  la  formación  de  los  Sifs  (Ohlson  et  al.,  2008), 
mediante la  interacción con SKIP y RhoA  (Schroeder  et  al.,  2011).  A consecuencia de esto,  la 
composición de lípidos de la SVC varía y promueve la formación de túbulos. SopD2 se asocia a los  
endosomas tardíos y puede contribuir a la formación de Sifs dirigiendo las vesículas endocíticas a la 
SCV y a los túbulos nacientes (Schroeder et al., 2010). SseF y SseG median el empaquetamiento de 
microtúbulos cerca de la SCV, lo que puede promover la fusión de vesículas agregadas en túbulos 
(Deiwick et al., 2006; Schroeder et al., 2010). Se ha observado también la relación molecular entre 
SifA y SipA a nivel de dichos filamentos  (Brawn  et al.,  2007).  Los Sifs  desempeñan un papel 
importante en la patogénesis bacteriana (Stein et al., 1996), por lo que se cree que su función es la 
intercepción  de  nutrientes  y  membrana  desde  el  tráfico   celular  del  hospedador  (Mota  et  al., 
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2009) para aumentar el tamaño de la SCV y acomodar la replicación bacteriana durante la infección 
sistémica.
(ii)  SISTs:  Contienen SCAMP3 y efectores del  T3SS2 pero no poseen ni  LAMP1 ni  otros 
marcadores endocíticos tardíos (Mota et al., 2009). Para la formación de los SISTs se requiere los 
efectores PipB2, SifA, SopD2, SseF y SseG.
(iii) LNTs: Carecen de LAMP1 y SCAMP3 pero están enriquecidos en efectores del T3SS2. Se 
forman, también,  a los largo de los microtúbulos de manera dependiente de la kinesina-1, pero 
carecen de los marcadores de Sifs y SISTs a excepción de la ATPasa vacuolar. Se ha sugerido que, 
en su formación, SopD2 y SifA ejercen papeles negativo y positivo, respectivamente, así como que 
PipB2 interviene en su extensión centrífuga (Schroeder et al., 2010).
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Figura I.12: Biogénesis de la vacuola que contiene  Salmonella.  Después de la internalización,  Salmonella establece un nicho 
intracelular  dentro de un fagosoma modificado  conocido  como vacuola  que contiene  Salmonella (SCV).  El  paso  inicial  en  la 
biogénesis (0-1 h) el SCV se rige por los efectores del T3SS1 SopB y SptP(en azul) y se caracteriza por la formación de túbulos  
SVATs y SNX3. El movimiento del SCV a una posición juxtanuclear durante la etapa intermedia de desarrollo (1-4 h) requiere de la  
participación de los efectores SipA y SopB, T3SS1, y los efectores SifA, SseF y SseG, T3SS2 (en rojo). Muchos efectores están  
involucrados en la etapa final de maduración y en el mantenimiento de la SCV. La replicación se inicia 4-6 h postinvasion y se  
acompaña de la formación de diferentes tipos de túbulos conocidos como los Sifs, SISTs, y LNTS. Los efectores implicados en la  
formación de estos túbulos se representan en rojo (efectores T3SS2) y en púrpura (efectores de ambos sistemas). El proceso de 
maduración también se caracteriza por la interacción con las rutas endocítica y secretoras del hospedador.  Imagen adaptada de  
(Ramos-Morales, 2012).
Hay que señalar que, aunque el nicho intracelular típico de S. enterica serovar Typhimurium sea 
la SCV, datos recientes indican que en la células epiteliales hay dos  subpoblaciones de Salmonella, 
una vacuolar y otra citosólica. La salida de la SCV lleva a una reprogramación transcripcional de las 
bacterias y a su replicación en el citosol. Finalmente, la célula epitelial muere por piroptosis (ver 
más abajo) y las bacterias salen al espacio extracelular, lo que proporciona un mecanismo potencial 
de diseminación (Knodler, 2015).
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Muerte celular
Los T3SSs de Salmonella están implicados en tres de los mecanismos de muerte celular en las 
células hospedadoras, aunque también existen mecanismos de muerte celular independientes de los 
T3SSs (Guiney, 2005). Existen tres mecanismos de inducción de muerte celular dependientes de los 
T3SSs: apoptosis en células epiteliales,  piroptosis rápida de macrófagos dependiente del T3SS1, y 
piroptosis retardada de macrófagos dependiente del T3SS2 (Fink & Cookson, 2007) (Figura I.13). 
(i) Apoptosis: Es una forma de muerte celular programada que puede iniciarse por estímulos 
internos o externos. En su desarrollo están implicadas distintas caspasas, como la caspasa-3, que 
darán lugar a procesos como la reducción del potencial de membrana mitocondrial, segmentación 
de la citoqueratina, condensación nuclear, fragmentación del ADN, exposición de fosfatdilserina en 
la superficie celular y mantenimiento de una membrana plasmática intacta. Se requieren los dos 
T3SSs de  Salmonella para producir apoptosis en células epiteliales. SlrP, que puede translocarse 
mediante los dos T3SS, parece contribuir a la muerte celular epitelial mediante su interacción con 
Trx-1, a la que ubiquitina, y con la chaperona del retículo endoplasmático ERdj3 (Bernal-Bayard & 
Ramos-Morales,  2009;  Bernal-Bayard  et  al.,  2010).  El  efector  SpvB,  del  T3SS2,  también  se 
requiere para la apoptosis (Paesold et al., 2002). Los efectores AvrA y SopB pueden tener actividad 
antiapoptótica al  reprimir la vía apoptótica de la JNK(Wu  et al.,  2012) y la activación de Akt, 
respectivamente (Steele-Mortimer et al., 2000).  La acción de estos efectores en la represión de la 
vía apoptótica podría explicar el retraso en la apoptosis de 12-18 h tras la entrada de  Salmonella 
(Kim  et al.,  1998), permitiendo a la bacteria establecer un nicho intracelular estable y evitar la 
inmunidad adaptativa (Wu et al., 2012).
(ii) Piroptosis rápida: Esta forma de muerte celular observada en macrófagos es dependiente de 
caspasa-1 (Brennan & Cookson, 2000; Fink & Cookson, 2005), un mediador central de inmunidad 
innata que no se activa en la apoptosis. Su activación da lugar a la producción de IL-1β e IL-18, 
lisis celular y liberación de contenido intracelular proinflamatorio (Cookson & Brennan, 2001). La 
piroptosis rápida se detecta en las las primeras 1-2 h de infección y se ha observado también en 
células  dendríticas  (Monack  et  al.,  2001;  van  der  Velden  et  al.,  2003).  SipB  interacciona 
directamente con la caspasa-1 (Hersh et al., 1999), provocando la respuesta inflamatoria. Además, 
para la activación de la caspasa-1 por parte de la flagelina y de PrgJ se requieren componentes del 
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inflamasoma del hospedador, una plataforma multiproteínica de señalización (Franchi et al., 2006; 
Miao et al., 2006, 2007, 2010; Ren et al., 2006; Sun et al., 2007).
Figura I.13: Muerte de la célula huésped inducida por Salmonella. (A) Salmonella induce la apoptosis en las células epiteliales 
de 12 a 18 h después de la infección (p.i.). Se ha sugerido que los efectores AvrA y SopB (secretada a través T3SS1), SpvB (secretada  
a través T3SS2), y SlrP (secretada a través T3SS1 y T3SS2) participan en este proceso a través de diferentes mecanismos. Ub:  
ubiquitina.  (B)  Salmonella que  expresa  el  T3SS1  induce  piroptosis  rápida  en  los  macrófagos.  La  Piroptosis  es  una  forma 
proinflamatoria de la muerte celular programada que depende de la activación de caspasa-1. El efector T3SS1 SopB, la proteína  
varilla  T3SS1  PrgJ,  y  flagelina  secretada  a  través  de  T3SS1  están  involucrados  en  la  inducción  de  la  rápida  piroptosis.  (C) 
Salmonella no invasiva induce piroptosis  retardada en los  macrófagos infectados.  Los efectores  del  T3SS2,  SpvB y Ssel,  y  la 
flagelina están involucrados en esta forma de muerte celular. Imagen adaptada de (Ramos-Morales, 2012)
(iii) Piroptosis retardada: Durante la infección bacteriana sistémica la expresión del T3SS1 y de 
la flagelina están reprimidas, no activándose la caspasa-1 en los macrófagos en fases iniciales de la 
infección  (Schlumberger  &  Hardt,  2006;  Stewart  et  al.,  2011).  Al  infectar  macrófagos  en 
condiciones no invasivas, no se produce la muerte rápida sino que estos empiezan a morir tras 18-
24 h de infección. Este tipo de muerte celular requiere del T3SS2, los efectores SpvB y SseL y la 
flagelina,  está  activada  por  caspasa-1,  y  tiene  como resultado  la  rotura  de  ADN,  lisis  celular, 
producción de IL-1β e inflamación (Libby et al., 2000; Monack et al., 2001; Rytkönen et al., 2007; 
van der Velden  et al.,  2003).  Además de esta forma de muerte piroptótica algunos autores  han 
observado una muerte retardada de macrófagos similar al proceso de apoptosis en células epiteliales 
(Guiney & Fierer, 2011).
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Tabla I.1: Lista de los efectores conocidos de los sistemas de secreción tipo III de Salmonella. *KLC, kinesin light chain. 
Adaptado de (Ramos-Morales, 2012) y ampliado de (Habyarimana et al., 2014; Sun et al., 2016; Yang et al., 2015)
Efector Localización T3SS Actividad Dianas celulares Via o proceso 
celular
AvrA SPI1 1 Acetiltransferasa
Deubiquitinasa
Β-catenina, ERK2, 
IκBα, MKK4, 
MKK7, p53
Antiapoptótica, anti-
inflamatoria
CigR SPI3 2
GogA Gifsy 1 2 Proteasa
GogB Gifsy1 2 FBXO22 Anti-inflamatoria
GtgA Gifsy2 2 Proteasa
GtgE Gifsy2 1 y 2 Proteasa Previene el 
reclutamiento de 
Rab29
PipB SPI5 2 Proteasa
PipB2 2 KLC* Extensión de Sifs
SifA 2 GEF Rab7, RhoA, SKIP Sifs, SIST, 
formación de SCV
SipA/SspA SPI1 1 Caspasa-3, F-actina, 
T-plastina
Ensamblaje de 
actina, interrupción 
de las uniones 
estrechas, migración 
de PMN, 
posicionamiento de 
SCV
SipB SPI1 1 Caspasa-1 Piroptosis
SipC/SspC SPI1 1 Citoqueratina 8, 
citoqueratina 18, 
Exo70,  F-actina, 
sintaxina 6
Nuecleación de 
actina, maduración 
de SCV
SipD/SspD SPI1 1
SlrP 1 y 2 E3 ubiquitina ligasa ERdj3, Trx Apoptosis
SopA 1 E3 ubiquitina ligasa Caspasa-3, 
HsRMA1, UcH7
Invasión, respuestas 
nuclaeras, 
maduración de SCV, 
secreción de fluidos
SopB/SigD SPI5 1 Fosfatasa de 
fosfoinosítido GDI
Cdc24, Cdc42 Invasión, respuestas 
nucleares, 
maduración de SCV, 
secreción de fluidos
SopD 1 y 2 Invasión, 
inflamación, 
secreción de fluidos
SopD2 2 Inhibición de la 
formación de LNT
SopE SopEΦ 1 GEF Cdc42, Rab5, Rac1 Remodelación de 
actina, inflamación
SopE2 Fago remanente 1 GEF Cdc42, Rac1 Remodelación de 
actina, inflamación
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SpiC/SsaB SPI2 2 Hook3, TassC Inhibición de la 
fusión de SCV con 
lisosomas
SptP SPI1 1 GAP, Fosfatasa de 
tirosina 
Cdc42, Rac1, VCP, 
vimentina
Resversión de la 
reorganización de 
actina, inhibición de 
la activación de 
ERK
SpvB Plásmido 2 Ribosiltransferasa 
de actina
G-actina Despolimerización 
de actina, retraso de 
citotoxicidad. 
Inhibición de la 
autofagia
SpvC Plásmido 1 y 2 Fosfotreonina liasa ERK2 Inactivación de 
MAPK
SpvD Plásmido 1 y 2 Xpo2 Inhibición de la 
respuesta 
inflamatoria
SrfJ Isla iol 2
SrgE 2
SseB SPI2 2
SseC SPI2 2
SseD SPI2 2
SseF SPI2 2 Placoglobina, TIP60 Formación de Sifs, 
posicionamiento de 
SCV
SseG SPI2 2 Caprina-1, 
desmoplaquina
Formación de Sifs, 
posicionamiento de 
SCV
SseI/SrfH Gifsy-2 2 Filamina A, 
IQGAP1, TRIP6
Modulación de la 
migración de la 
célula hospedadora
SseJ 2
SseK1 2
SseK2 2
SseK3 Fago ST64B 2 TRIM32 Modulación de la 
vía NF-kB
SseL 2 Desubiquitinasa IκBα, OSBP-1, 
talina, ubiquitina
Autofagia
SspH1 Gifsy-3 1 y 2 E3 ubiquitina ligasa PKN1
SspH2 Fago remanente 2 E3 ubiquitina ligasa 14-3-3γ, AIP, 
BAG2, Bub3, 
Filamina A, 
Profilina-1, Sgt1, 
UbcH5-Ub
SteA 1 y 2
SteB 2
SteC 2 Quinasa Malla de actina
SteD 2
SteE 1 y 2
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Análisis de la translocación de los efectores de los 
T3SS
Para el estudio de los efectores de  Salmonella puede usarse la infección de diferentes líneas 
celulares  en  cultivo.  Las  bacterias  invasivas  se  usan  para  la  infección   de  líneas  celulares  no 
fagocíticas,  como  las  HeLa  o  los  fibroblastos.  Los  macrófagos  pueden  usarse  en  las  mismas 
condiciones para infecciones de corta duración (Fink & Cookson, 2007), pero para infecciones de 
varias horas es necesario el uso de bacterias no invasivas con objeto de evitar la piroptosis rápida 
descrita más arriba. La expresión de los T3SS1 y T3SS2 y la translocación de los efectores varían  
con las condiciones usadas durante el cultivo de las bacterias antes de la infección, con el tiempo 
post-infección (p.i.), y con la línea celular hospedadora (Hautefort et al., 2008). 
Para  el  análisis  de  la  translocación  de  efectores  puede  utilizarse  el  fraccionamiento  y  la 
inmunodetección con anticuerpos contra los efectores o pequeñas etiquetas con los que se marcan 
los  efectores.  Una alternativa es  la  generación de fusiones  con un fragmento del  gen  cyaA' de 
Bordetella pertussis,  que codifica el  dominio catalítico de una adenilato ciclasa dependiente de 
calmodulina.  Esta  adenilato  ciclasa  convierte  el  ATP celular  en  adenosín  monofosfato  cíclico 
(AMPc) en presencia de calmodulina. Debido a que la calmodulina está presente en las células 
eucarióticas hospedadoras, pero no en las bacterias, la translocación de una de estas fusiones se 
detectaría  como  un  incremento  en  los  niveles  de  AMPc  en  un  cultivo  celular  infectado  con 
Salmonella  (Sory & Cornelis, 1994). 
Para imitar, en cierta medida, los ambientes  in vivo, pueden utilizarse los medios de cultivos 
sintéticos. La secreción de los efectores al medio de cultivo se analiza por inmunodetección. Para 
los efectores del T3SS1 se usa medio rico con alta concentración de NaCl y baja aireación (García-
Calderón et al., 2007; Lee & Falkow, 1990), condiciones similares al lumen del intestino.Para los 
efectores del T3SS2 se usa medio mínimo con baja concentración de fosfato y magnesio y pH ácido 
(Deiwick et al., 1998; García-Calderón et al., 2007), condiciones similares al interior de la SCV. 
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Secuencias para la secreción y translocación de 
efectores
Las proteínas secretadas por los T3SSs poseen una secuencia señal en los primeros aminoácidos 
de su secuencia proteica, gracias a los cuales se dirigen hacia los T3SSs (Sory et al., 1995). Estas 
secuencias  no  están  conservadas,  pero  comparten  una  composición  o  patrón  de  aminoácidos 
específica,  lo  que  hace  que  puedan ser  funcionalmente  intercambiables  entre  muchos efectores 
(Anderson  et al., 1999). Hay pruebas que muestran cierta importancia de la secuencia del ARN 
mesajero (ARNm) del efector para la secreción (Sorg et al., 2005) e incluso la intervención de Hfq 
en  algunos casos  (Niemann  et  al.,  2013),  pero  esto depende del  efector  en cuestión y es  algo 
controvertido (Ghosh, 2004; Lloyd et al., 2001). Un método informático basado en las propiedades 
fisicoquímicas de los residuos amino terminales (N-terminales) y en la frecuencia de aminoácidos 
de  100  efectores  identificó  posibles  efectores  con un  70% de  precisión  (Arnold  et  al.,  2009), 
sugiriendo que  la  secuencia aminoacídica  es  más importante  para la  secreción  que la  señal  de 
ARNm. Recientemente se han publicado aproximaciones similares que demuestran la validez del 
método en la predicción de efectores [revisado en (McDermott et al., 2011; Wang et al., 2013)].
Existen efectores, como SipB de Salmonella, donde la región C-terminal es importante también 
para la secreción específica a través del T3SS. El dominio N-terminal (160 residuos) de SipB se 
secreta a través del flagelo pero cuando tiene unido el C-ternimal lo hace a través del T3SS1 (Kim 
et al., 2007). El extremo C-terminal se requiere también en los efectores SifA (Brown et al., 2006) y 
SipC (Chang et al., 2005) de Salmonella.
Algunos efectores presentan una región proteica, en los 50-100 aminoácidos del extremo N-
terminal, que proporciona el sitio de unión para chaperonas de secreción de tipo III  (Feldman & 
Cornelis, 2003). Se han descrito cuatro funciones de estas chaperonas, (i) impiden la degradación 
prematura de los sustratos de los T3SS (Fu & Galán, 1998), (ii) promueven el reconocimiento de los 
efectores por componentes del T3SS  (Lee & Galán, 2003), (iii) contribuyen a la jerarquía en la 
translocación de proteínas efectoras (Lara-Tejero et al., 2011) y (iv) actúan como coactivadores de 
reguladores transcripcionales de los T3SSs  (Büttner, 2012). Dos efectores que dependen de estas 
chaperonas son SptP y SopE, los cuales, en ausencia de su sitio de unión a chaperona, se translocan 
a través de la vía del flagelo (Lee & Galán, 2004).
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Por último, hay efectores que requieren la acción de la ATPasa del T3SS para su translocación. 
SptP, unida a su chaperona SicP, interacciona con la ATPasa del T3SS1, InvC, que disocia la unión 
SptP-SicP permitiendo que SptP acceda a la aguja del sistema de secreción (Akeda & Galán, 2005). 
La unión del complejo SptP-SicP con, la ATPasa, InvC se produce a través de la chaperona SicP. 
También hay ejemplos de unión directa del efector con la ATPasa, como es el caso de SopD, que 
interacciona con InvC a través de su región C-terminal (Boonyom et al., 2010).
PipB2
PipB2 se describió como un efector del T3SS2 (Knodler  et al., 2004) que posee similitud de 
secuencia  con  un  efector  ya  conocido,  PipB  (Knodler  et  al.,  2002).  PipB2  se  sintetiza  bajo 
condiciones de expresión del T3SS2 y durante la infección de macrófagos (Eriksson et al., 2002), 
en los que se localiza en las SCV y en Sifs a 12 horas post-infección (hpi).
PipB2  reorganiza  los  compartimentos  de  endosomas  tardíos  y  lisosomas  en  las  células  de 
mamíferos lo que da lugar a la extensión centrífuga de los Sifs desde las SCV a lo largo de los  
microtúbulos. Esta actividad es una consecuencia de su actividad de unión a  la kinesina-1 (Henry 
et  al.,  2006). SifA,  otro efector  del  T3SS2, posee una actividad antagónica a  PipB2 al  regular 
negativamente el reclutamiento de kinesina-1 (Henry et al., 2006). PipB2 promueve el movimiento 
hacia el exterior de la SCV cuando se inhibe la actividad de la miosina II (Wasylnka et al., 2008). El 
posicionamiento  característico  de  las  SCVs  en  regiones  yuxtanucleares  sugiere  que  la  acción 
inhibitoria sobre la kinesina-1, por parte de SifA, puede ser dominante sobre los efectos de PipB2 a  
8-14  hpi.  Sin  embargo,  en  las  etapas  posteriores  de  la  infección  de  células  epiteliales  hay  un 
desplazamiento  hacia  fuera  de  una  proporción  significativa  de  SCVs  que  depende  de  los 
microtúbulos, kinesina-1 y PipB2, y que está implicado en la propagación de Salmonella de célula a 
célula durante la infección. En un escrutinio reciente se ha identificado PipB2 como uno de los 
efectores de Salmonella implicados en la inhibición de la migración de células dendríticas hacia un 
estímulo quimiotáctico  (McLaughlin  et al., 2014). Entre los efectores producidos por  S. enterica 
serovar Typhimurium cuando está en estado durmiente en el interior de fibroblastos se encuentra 
PipB2,  que  en  estas  condiciones  no  se  localiza  fuera  del  compartimento  vacuolar  (Núñez-
Hernández et al., 2014).
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SseK1
La proteína SseK1 se identificó como sustrato de T3SS de  S. enterica serovar Typhimurium 
debido a su similitud con los efectores ya conocidos Z4328 de E. coli enterohemorrágica y NleB 
Citrobacter rodentium (Kujat Choy et al., 2004). La translocación se observó mediante la clonación 
del gen  sseK1 y su promotor en un plásmido formándose una proteína fusión SseK1-CyaA', se 
infectaron  células  epiteliales  HeLa  y  se  midió  la  translocación  a  1  y  9  hpi,  observándose  la 
translocación solo a 9 hpi, por lo que se concluyó que SseK1 era un efector dependiente del T3SS2. 
Este efector mostraba una localización citosólica en la célula hospedadora.
 Existen al menos dos parálogos de SseK1 en diversos serotipos de S. enterica: SseK2 (Kujat 
Choy et al., 2004), que comparte un 61% de identidad en la secuencia de aminoácidos con SseK1; y 
SseK3 (Brown et al., 2011), que está codificado en el profago ST64B y que posee una identidad del 
75% con SseK2. Debido a su gran similitud son consideradas miembros de la misma familia de 
efectores y se predice que tienen funciones redundantes. Sin embargo se desconocen las funciones 
específicas de estas proteínas en las células hospedadoras y existen estudios contradictorios sobre su 
relevancia en la replicación intracelular de Salmonella y sobre su papel en la virulencia en ratones. 
En un estudio, sobre la contribución de algunos efectores de T3SS2 a la replicación en células 
hospedadoras, se observó que un triple mutante sseK1 sseK2 sseK3 tenía niveles de crecimiento en 
macrófagos RAW264.7 significativamente reducidos pero no se observó ninguna disminución en el 
número de bacterias en órganos diana en ratones después de una infección oral  (Buckner  et al., 
2011).  Por  el  contrario,  otro  estudio  mostró  una  atenuación  significativa  de  dicho  mutante  en 
ratones, pero no detectó defectos de crecimiento intracelular (Brown et al., 2011). Recientemente se 
ha identificado TRIM32, una ligasa de ubiquitina del hospedador, como una diana de interacción de 
SseK3 a través de la cual podría modular la actividad de la vía NF-kB (Yang et al., 2015).
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Objetivos
En S. enterica existen más de 40 proteínas efectoras que pueden ser translocadas por el T3SS1 o 
el T3SS2. En la presente tesis se realiza una contribución al estudio de algunas de esas proteínas. 
Por un lado, se ha tratado de poner a punto sistemas de análisis de la translocación de efectores. Por  
otro lado, se ha abordado el estudio concreto de SseK1, un efector poco conocido que cuenta con 
parálogos en S. enterica y con ortólogos en otras especies patógenas Gram negativas. Los objetivos 
específicos del trabajo se enumeran a continuación:
(i) Análisis de la translocación de efectores mediante la generación de fusiones CyaA' aleatorias y 
dirigidas.
(ii) Estudio de la contribución a la virulencia del efector SseK1 en un modelo animal.
(iii) Análisis de la translocación del efector SseK1 en distintos tipos celulares.
(iv)  Determinación de los  factores  genéticos  y ambientales  que controlan  la  expresión  del  gen 
sseK1 de S. enterica serovar Typhimurium.
(v) Identificación de proteínas humanas capaces de interaccionar con el efector SseK1.
(vi) Análisis transcriptómico del efecto de SseK1 en células humanas.
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Materiales y Métodos
MATERIAL BIOLÓGICO
Estirpes bacterianas
Todas las estirpes de S. enterica serovar Typhimurium y E. coli usadas en esta tesis se incluyen 
en la Tabla M.1. Las estirpes de S. enterica derivan de la estirpe virulenta en ratones ATCC 14028, 
también conocida como  14028.
Tabla M.1: Estirpes bacterianas usadas en esta tesis
Estirpe Genotipo Referencia
E. coli
DH5α supE44 ΔlacU169 (Φ80 lacZΔM15) 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 
(Hanahan, 1983)
HB101 F- mcrB mrr hsdS20 (rB
- mB
-) recA13 
leuB6 ara-14 proA2 lacY1 galK2 xyl-5  
mtl-1 rpsL20(SmR) glnV44 λ-
(Boyer & Roulland-dussoix, 1969)
M15 lac ara gal mtl Qiagen
S17-1 λpir recA pro hsdR RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 
kpir
(Simon et al., 1983)
TP610 F-, thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 tonA21 supE44 
hsdR hsdM recBC lop-11 lig+ cya-610 
(Hedegaard & Danchin, 1985)
XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 
relA1 Δlac-pro/F' proAB lacIq lacZΔM15 
Tn10, Tcr
(Bullock, 1987)
S. enterica serovar Typhimurium
14028 Estirpe silvestre ATCC
55130 phoQ24 (Kier et al., 1979)
SV4536 dam-230 (Prieto et al., 2009)
SV4608 trg::MudJ, Kmr (García-Calderón et al., 2007)
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SV4699 phoP7953::Tn10, Tcr (Groisman et al., 1989)
SV4757 rcsC54 (García-Calderón et al., 2005)
SV5030 ΔslrP::Cm Colección del laboratorio
SV5049 ΔrcsB::Cm (García-Calderón et al., 2007)
SV5373 ΔhilA Colección del laboratorio
SV5452 ΔssrB::Cm (García-Calderón et al., 2007)
SV6017 ∆SPI-2::Cm Esta tesis
SV6055 ∆SPI-1::Km Esta tesis
SV6062 ΔSPI-1 Derivada de SV6055 Esta tesis
SV6063 ΔSPI-2 Derivada de SV6056 Esta tesis
SV6106 ∆SPI-1 ∆SPI-2 Esta tesis
SV6151 ∆SPI-1 ∆SPI-2 ΔslrP::Cm Esta tesis
SV6402 ΔhilD::Cmr Colección del laboratorio
SV6619 ΔslrP::Cmr pipB2::miniTn5cyaA' Esta tesis
SV7070 ΔsseK1::Km Esta tesis
SV7071 ΔsseK1::3xFLAG, Km Esta tesis
SV7179 ΔsseK1 Esta tesis
SV7381 sseK1::cyaA', Km Esta tesis
SV8165 sseK1::lacZ (fusion traduccional) Esta tesis
● Congelación y descongelación de estirpes bacterianas
70  μl de dimetilsulfóxido (DMSO) se añadieron a un mililitro de cultivo bacteriano en fase 
estacionaria y el vial se guardó a -80°C. Los viales se descongelaron lentamente en hielo.
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Estirpes de levaduras
En este estudio se ha empleado la estirpe L40 de Saccharomyces cerevisiae cuyo genotipo es 
MATα trp1 leu2 his3 LYS2::lexA-HIS3 URA3::lexA-lacZ
● Congelación y descongelación de estirpes de levaduras
500  μl de glicerol 50% se añadieron a 700  μl  de cultivo saturado de levaduras. El vial se 
guardó a -80°C. Las estirpes se congelaron en medio rico, a no ser que fueran portadoras de un 
plásmido en cuyo caso se congelaron en medio mínimo SD suplementado con los requerimientos 
apropiados. Los viales se descongelaron lentamente en hielo.
Bacteriófagos
Como  bacteriófago  transductor  se  usó  P22  HT105/1  int-201 (Schmieger,  1972). Para  los 
ensayos de sensibilidad a P22 se usó el derivado H5, que porta una mutación en el gen c2. Dicho 
gen de P22 es un equivalente del gen  cI del fago  λ. Así, un mutante  c2 produce calvas de lisis 
claras.
Líneas de células de mamíferos
En este estudio se han utilizado diversas líneas celulares de mamífero: (i) HeLa (ECAC no. 
93021013),  línea  de  células  epiteliales  humanas,  y  las  líneas  derivadas  de  ésta,  transfectadas 
establemente,  HeLa pBABE-puro y diversos clones independientes  HeLa pBABE-puro-SseK1-
3xFLAG; (ii) RAW264.7 (ECACC no. 91062702), línea de macrófagos procedente de un tumor de 
ratón inducido por el virus de la leucemia murina de Abelson; (iii) NRK-49F (ATCC CRL1570), 
línea de fibroblastos de hígado de rata;  (iv) Cos-7 (ATCC CRL-1651), línea de fibroblastos de 
mono; (v) NIH3T3 (ATCC CRL-1658), línea de fibroblastos de ratón, (vi) J774A.1 (ATCC TIB- 
67), línea de macrófagos de ratón y (vii) Caco2 (ATCC HTB-37), línea epitelial humana.
● Congelación y descongelación de líneas celulares de mamífero
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Se pusieron en cada vial de congelación entre 5x106 y 107 células resuspendidas en 1,5 ml de 
medio de congelación1. El vial se mantuvo 2 h a -20°C, 24 h a -80°C y, finalmente, se guardó en 
una atmósfera de nitrógeno líquido. 
Para la descongelación, los viales se introdujeron en agua a temperatura ambiente durante pocos 
minutos (hasta la descongelación). Posteriormente, las células se diluyeron en 10 ml de medio de 
cultivo, se centrifugaron 10 min a 1000 rpm, se resuspendieron en medio fresco y se transfirieron a 
una placa de cultivo.
Ratones
Para  los  ensayos  de  virulencia  se  usaron  ratonas  BALB/c  de  7  semanas  (Charles  River  
Laboratories, Santa Perpetua de Mogoda, España).
CONDICIONES, SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO
Bacterias
● Condiciones de cultivo bacteriano
Las condiciones habituales de cultivo fueron 37°C (30°C para algunos experimentos concretos) 
con agitación (200 rpm). Para condiciones de microaerofilia, las bacterias se cultivaron a 37°C sin 
agitación en tubos de plástico de 10 ml de capacidad.
● Soluciones y medios para bacterias
Una variante del medio LB1 (lysogeny broth) se usó como medio rico  (Bertani, 1951; Maloy, 
1990) y  el  medio  mínimo  LPM  (low  phosphate,  low  magnesium-containing  medium)2,  como 
imitador de las condiciones existentes en la SCV de S. enterica (Coombes et al., 2004). El agar se 
añadió a  una  concentración de 15 g/l  para el  medio  sólido.  Para  conseguir  las  condiciones  de 
máxima invasividad de  Salmonella se usó medio rico LB con 0,3 M de NaCl y se cultivaron las 
bacterias en microaerofilia.
1 LB: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl por litro de H2O destilada.
2 LPM: KCl 5 mM, (NH4)2SO4  7,5 mM, K2SO4  0,5 mM, casaminoácidos 0,1%, glicerol 38 mM, MES 80 mM, K2HPO4 /KH2PO4  
337,5 μM, MgCl2  8 μM. Se llevó a pH 5,8 con KOH.
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El medio mínimo E3 agar (Vogel & Bonner, 1956) se usó para la conjugación bacteriana en la 
mutagénesis aleatoria con el plásmido pUT/miniTn5-cyaA'.
El medio de cultivo líquido SOB4 sin Mg (Hanahan et al., 1991) se utilizó para el crecimiento 
bacteriano de las electrocompetentes que se usaron en la mutagénesis  de inactivación de genes 
cromosómicos utilizando fragmentos de PCR.
El  agar  EBU5  (Maloy,  1996) se  utilizó  para  la  limpieza  de  lisógenos  tras  el  protocolo  de 
transducción; el agar MacConkey6 sin lactosa y suplementado con 1% de maltosa se usó para la 
selección de los transformantes TP610.
El agar NCE7 (Berkowitz  et al., 1968) suplementado con triptófano 0,01 %,  uracilo 0,01 %, 
prolina 0,01%,  tiamina 1 mM y Ap 50 mg/ml se usó para seleccionar la estirpe HB101 de E. coli 
transformada con plásmidos derivados de pGAD1318 correspondientes a los candidatos del doble 
híbrido.
En la Tabla M.2 se muestra una lista de agentes selectivos y otros compuestos químicos, junto a 
las concentraciones a las que se utilizaron.
Tabla M.2: Concentraciones de agentes selectivos y de otros compuestos químicos utilizados en los medios de cultivo 
bacterianos.
Compuesto Mecanismo de acción Preparación Medio rico (mg/ml) Medio mínimo (mg/ml)
Antibióticos 
Ampicilina (Ap) Bactericida 
Inhibición de la síntesis 
de la pared celular
100 mg/ml en H2Odd 
Esterilizar por filtración 
Mantener a 4ºC
100 50
Cloranfenicol (Cm) Bactericida o 
bacteriostático 
Inhibición de la síntesis 
proteica
100 mg/ml en etanol 
96%. Mantener a 
-20ºC
20 5
Kanamicina (Km) Bactericida 
Inhibición de la síntesis 
proteica
50 mg/ml en H2Odd 
Esterilizar por filtración 
Mantener a 4ºC
50 125
Tetraciclina (Tc) Bacteriostático a las 
dosis habituales; 
bactericida a altas dosis 
Desacoplamiento de la 
fosforilación  oxidativa, 
inhibición de la síntesis 
4 mg/ml en etanol 50% 
Esterilizar por filtración 
Guardar en oscuridad a 
-20ºC
20 10
3 Medio E: Añadir 20 ml de sales E 50X y  40 ml de glucosa 50% a un volumen de 940 ml de H20dd con 15 g de agar autoclavado.
Sales E50x: MgSO4 83mM, ácido cítrico 520mM, K2HP04 2,87M, y NaNH4HP04 837,3mM
4 SOB-Mg: 20 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 0,5 g/l de NaCl y 0,19 g/l de KCl. Se llevó a pH 7 con NaOH 10 M, se 
autoclavó.
5 EBU: LB al que se añaden, por cada 100 ml de medio, 0,5 ml de glucosa al 50%, 1 ml de K2HPO4 al 25%, 125 μl de azul de Evans 
al 1% y 250 μl de uranina (también llamada fluoresceína) al 1%.
6 MacConkey: se uso el medio de la casa comercial Difco.
7 NCE: A 1 l de agar 2% en agua autoclavado añadir 20 ml de sales NCE 50X, 4 ml de glucosa 50% y 1 ml de MgSO4 1M.  
Sales NCE 50X: K2HPO4 1,4 M, KH2PO4 1,45 M, NaNH4HPO4  850 mM.
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proteica y alteración en 
la membrana plasmática 
Otros compuestos
EGTA Quelante de Ca2+ 1 M en H2Odd 
Mantener a temperatura 
ambiente
0,003804 0,003804
X-Gal Hidrolizado por la b-
galactosidasa a galactosa 
y 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxindol. Éste último, 
al oxidarse, genera un 
compuesto azul 
insoluble
20 mg/ml en 
dimetilformamida 
Guardar en oscuridad a 
-20ºC
40 25
Levaduras
● Condiciones de cultivo de levaduras
Las  levaduras  se  cultivaron a  30ºC.  En el  caso de  cultivos  en  medio  líquido,  se  hizo  con 
agitación (200 rpm) para favorecer la aireación.
● Soluciones y medios para levaduras
Los medios ricos usados para cultivar las levaduras fueron YPD8 e YPDA9. 
Como medio de selección de transformantes se usó el medio DO que es medio mínimo SD10 
suplementado con una mezcla de todos los posibles suplementos (drop-out) a excepción de aquellos 
para  los  que  se  quiere  realizar  la  selección.  Normalmente  se  empleó  una  mezcla  comercial 
(Formedium)  a  la  concentración  indicada  por  el  fabricante.  En  ocasiones  fue  necesario  añadir 
suplementos preparados en el laboratorio según se indica en la  Tabla M.3 Los medios sólidos se 
prepararon añadiendo un 2% de agar antes de ser autoclavados.
Tabla M.3: Suplementos para el medio mínimo de levaduras.
Suplementos para 1 L medio mínimo
· Adenina 0,2 % 10 ml
· Triptófano 1 % 2 ml
· Histidina 1 % 2 ml
· Leucina 2 % 6 ml
8 Medio rico YPD: 1% de extracto de levadura, 2% de bacto-peptona, 2% de glucosa. 
9 Medio rico YPDA: YPD suplementado con 20 mg/l de adenina.
10 Medio mínimo SD: base nitrogenada para levaduras sin aminoácidos ni sulfato amónico (Difco) 1,5 g/l, sulfato amónico 5 g/l, 
glucosa 20 g/l . 
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Líneas celulares
● Condiciones de cultivo de líneas celulares
Las líneas celulares se cultivaron en un incubador  Biotech Galaxy a 37°C en una atmósfera 
húmeda con un 5% de CO2. Se usaron placas de cultivo de 10 cm de diámetro (con 10 ml de medio 
de cultivo) o 15 cm de diámetro (con 20 ml de medio de cultivo), o placas multipocillos de 6 
pocillos (3 ml por pocillo), 24 pocillos (1 ml por pocillo) o 96 pocillos (100 μl por pocillo). Las 
células se subcultivaron 2 veces por semana, para el caso de epiteliales y fibroblastos, o 3 veces por 
semana,  para el  caso de macrófagos.  Para ello,  las células  HeLa,  NRK-49F,  Cos-7,  NIH3T3 y 
Caco2, por ser células adherentes, se despegaron mediante tripsinización, retirando el  medio de 
cultivo,  lavando las  células  dos  veces  con tampón fosfato salino  (PBS11)  y  añadiendo 1 ml de 
tripsina (diluida la tripsina 10x en PBS). Se incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante 10 minutos y se 
recogieron en medio fresco; las células RAW264.7 y J774A.1, por ser células semi-adherentes, se 
lavaron y despegaron con raspadores (1,3 cm, SPL Life Sciences) y se recogieron en medio fresco.
● Soluciones y medios para células de mamífero
El  medio  de  cultivo  usado  para  las  líneas  celulares  de  mamífero  fue  el  medio  DMEM 
(Dulbecco's  modified  Eagle's  medium,  Biowest)  suplementado  con  10% de  suero  fetal  bovino 
previamente inactivado12, L-glutamina 2 mM, penicilina 60,3  μg /ml y estreptomicina 100 μg/ml. 
En los experimentos de infección con Salmonella no se añadieron antibióticos al medio.
MANIPULACIÓN Y TRANSFERENCIA DEL ADN
Plásmidos
Los plásmidos utilizados en esta tesis se describen en la Tabla M.4.
Tabla M.4: Plásmidos utilizados en esta tesis. El prefijo pIZ está registrado a nombre del profesor J. Casadesús en el Plasmid 
Reference Center, Universidad de Standford, California.
Plasmido Características relevantes Referencia
11 PBS 10x: NaCl 1,37 M, KCl 27 mM, Na2HPO4 43 mM, KH2PO4  14 mM. Ajustar el pH a 7,3.
12 Inactivación del suero: el suero se incubó a 56°C durante 30 min. De este modo se inactivan las proteínas del complemento, las 
cuales podrían producir la lisis de las células tumorales.
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pBABE-puro Vector para transfecciones estables AmpR (Morgenstern & Land, 1990)
pCE36 aph FRT lacZY+ this oriR6K (Ellermeier et al., 2002)
pCE40 aph FRT ‘lacZ lacY+ this oriR6K bla (Ellermeier et al., 2002)
pCP20 bla cat cI857 λPR flp pSC101 oriTS (Cherepanov & Wackernagel, 1995)
pGAD1318 Vector para doble híbrido (Van Aelst, 1998)
pIC552 Vector  para  fusiones  transcripcionales 
lacZ, ApR
(Macián et al., 1994)
pIZ1673 pSIF003-R1 ΔlacI (Cardenal-Muñoz  &  Ramos-Morales, 
2011)
pIZ1907 pIZ1673-PipB2(1–350) Esta tesis
pIZ1908 pIZ1673-PipB2(11–350) Esta tesis
pIZ1911 pIZ1673-PipB2(1–10) Esta tesis
pIZ1913 pIZ1673-PipB2(1–48) Esta tesis
pIZ1947 pIZ1673-PipB2(1–100) Esta tesis
pIZ1948 pIZ1673-PipB2(1–225) Esta tesis
pIZ1949 pQE30-phoP (Cardenal-Muñoz  &  Ramos-Morales, 
2013)
pIZ1959 pIZ1673-SseK1(1-336) Esta tesis
pIZ2095 pIC552- PsseK1(−500/+40) Esta tesis
pIZ2112 pIC552- PsseK1(−500/+40)TT−73/−72CC Esta tesis
pIZ2115 pSB377-PsseK1(−500/+40 Esta tesis
pIZ2135 pSB377-PsseK1(−500/+40)TT−51/−50CC Esta tesis
pIZ2136 pSB377- 
PsseK1(−500/+40)TT−62/−61CC
Esta tesis
pIZ2137 pSB377-PsseK1(−500/+40)TT−73/−72CC Esta tesis
pIZ2154 pIC552-PsseK1(−500/+40)TT-62/-61, 
−73/−72CC
Esta tesis
PIZ2047 PBABE-puro-SseK1-3xFLAG Esta tesis
pIZ2203 pLEX10-SseK1 Esta tesis
pKD3 bla FRT cat FRT PS1 PS2 oriR6 K (Datsenko & Wanner, 2000)
pKD4 bla FRT aph FRT PS1 PS2 oriR6 K (Datsenko & Wanner, 2000)
pKD13 bla FRT aph FRT PS1 PS4 oriR6K (Datsenko & Wanner, 2000)
pKD46 bla PBAD gam bet exo pSC101 oriTS (Datsenko & Wanner, 2000)
pLEX10 Vector para doble híbrido (Selig et al., 1997)
pREP4 lacI,KmR Qiagen
pSB377 Vector  para  fusiones  transcripcionales 
luxCDABE
(Winson et al., 1998)
pSUB11 Vector para fusiones 3xFLAG, KmR (Uzzau et al., 2001)
pUTmini-Tn5cyaA' Suicide  delivery  plasmid  for  mini-
Tn5cyaA
(Tu et al., 2001)
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Extracción de ADN plasmídico de E. coli
● Extracción de ADN plasmídico para clonaciones
Para la extracción de ADN plasmídico se siguió el protocolo de lisis alcalina (Birnboim, 1983); 
con ligeras modificaciones. Habitualmente se realizaron minipreparaciones a partir de 4,5 ml de 
cultivo. Las células se recogieron tras tres centrifugaciones sucesivas en una microcentrífuga de 
sobremesa a 13000 rpm durante 30 s. El sedimento se resuspendió en 100 μl de Solución P113 fría, 
se lisó con 200 μl de Solución P214 preparada en el instante (a temperatura ambiente, para evitar la 
precipitación del SDS), se mezcló invirtiendo el tubo varias veces y se incubó 5 min en hielo. Se 
neutralizó con 150 μl de Solución P315 fría, se mezcló suavemente, y se incubó en hielo 5 min. Los 
restos celulares, que formaron un moco blanco, se sedimentaron por centrifugación a 13000 rpm 
durante 5 min en una microcentrífuga. El sobrenadante se transfirió a otro tubo, se extrajo con igual 
volumen  de  fenol:cloroformo:isoamílico  (25:24:1)  hasta  conseguir  una  interfase  limpia  y  se 
precipitó con 2 volúmenes de etanol al 96%. Se agitó suavemente  y, tras incubar 30 min como 
mínimo a -20°C, se centrifugó 15 min en una microcentrífuga a 13000 rpm. El precipitado se lavó 
con  1  ml  de  etanol  al  70%,  se  centrifugó  1  min  en  las  mismas  condiciones,  se  eliminó  el 
sobrenadante, se secó al vacío y se resuspendió en 30 μl de TER16 o agua bidestilada (H2Odd).
● Extracción de ADN plasmídico para secuenciación
Se usó el sistema comercial  DNA-spin plasmid DNA purification kit suministrado por Intron 
biotechnology siguiendo las instrucciones del fabricante.
● Extracción de ADN plasmídico de S. cerevisiae
Se realizaron minipreparaciones a partir de 4,5 ml de cultivo en medio selectivo líquido. Las 
células  se  recogieron  en  microtubos  mediante  tres  centrifugaciones  sucesivas  en  una 
microcentrífuga de sobremesa a 13000 rpm durante 15 s. Se eliminó el sobrenadante y el sedimento 
se  resuspendió  en  100  µl  de  TE17.  Se  añadieron  200  µl  de  solución  de  lisis18,  200  µl  de 
13 Solución P1: EDTA 10 mM, Tris-HCl 50 mM pH 8, ARNasa 100 μg/ml.
14 Solución P2: NaOH 200 mM, SDS 1%.
15 Solución P3: acetato potásico 3 M. Ajustar a pH 5.5 con ácido acético glacial.
16 TER: Tris–HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM pH 8, ARNasa 20 μg/ml.
17 TE: Tris 10 mM, EDTA 1 mM.
18 Solución de lisis: Tritón X-100 2 %, SDS 1 %, NaCl 100 mM, Tris-HCl pH 8 10 mM, EDTA 1 mM.
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fenol:cloroformo-isoamílico (25:24:1) y 0,3 g de bolas de vidrio19 y se agitó durante 2 min en 
agitador  de  vórtice  o  durante  15  min  en  multishaker.  Se  centrifugó  5  min  a  13000 rpm y  se 
transfirió la fase acuosa a un nuevo microtubo. Se añadieron 0,1 volumen de acetato de potasio 5 M 
y 2 volúmenes de etanol 100 % frío. Tras 2 min a temperatura ambiente, se centrifugó 5 min a 
13000 rpm y el sedimento se lavó con etanol 70 %. Una vez seco, el sedimento se resuspendió en 
50 µl de H2Odd. 
Un  microlitro  de  esta  preparación  se  usó  para  transformar  células  competentes  de  E.  coli 
mediante electroporación.
Digestión, modificación y ligación de fragmentos de ADN
Las endonucleasas de restricción se obtuvieron de las compañías Roche Diagnostics GmbH, 
Takara, New England Biolabs y Promega Biotec. En cada caso, se siguieron las recomendaciones 
de los fabricantes.
Para la desfosforilación de plásmidos se empleó la fosfatasa alcalina (Roche) añadiendo 1 U de 
fosfatasa directamente a la mezcla de restricción e incubando durante 60 min a 37°C. Se detuvo la 
reacción corriendo la muestra en un gel de agarosa y purificando la banda mediante columnas de 
purificación.
Para ligar fragmentos de ADN se usó 1 U de ADN ligasa de T4 (1 U/μl, Roche) en el tampón 
suministrado por el fabricante. Habitualmente, la mezcla se incubó un mínimo de 12 horas a 16°C.
Electroforesis de ADN en gel de agarosa
La electroforesis en un gel de agarosa sumergido en tampón TAE20 se empleó para determinar la 
eficiencia de las extracciones de ADN, observar el patrón de cortes tras la digestión de plásmidos, 
estimar la eficacia de la digestión con una endonucleasa, etc. 
19 Bolas de vidrio: Diámetro 0,45-0,52 mm. Las bolas se lavan con ácido nítrico durante una noche y posteriormente se lavan varias 
veces con H2Odd y se dejan secar en el horno.
20 TAE: Tris-40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,7 con acético
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La agarosa empleada fue de baja electroendosmosis (Pronadisa) y su concentración varió entre 
el 0,7 % y el 1,5 %, dependiendo de la gama de tamaños de los fragmentos que se pretendía separar.  
El tampón de carga utilizado fue el comercial suministrado por la empresa Takara.
Como  patrón  de  peso  molecular  se  empleó  la  escalera  de  1  kb  (GIBCO,  BRL,  Life 
Technologies). Las muestras se mezclaron con 1/10 de volumen de tampón de carga. Para hacer 
visibles las bandas se añadió bromuro de etidio al gel a una concentración final de 0.5 μg/ml. Los 
geles  se  iluminaron  con  un  transiluminador  de  radiación  ultravioleta  (UV)  y  se  fotografiaron 
empleando una película instantánea Polaroid ISO 3000/36, alternativamente se transiluminaron y 
fotografiaron digitalmente en el GelDoc de BioRad
Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de 
agarosa
Generalmente, se usó el sistema comercial MEGAquick-spin Total Fragment DNA Purification  
Kit , suministrado por Intron biotechnology. En el caso de bandas de ADN de tamaño menor de 100 
pb se procedió al aislamiento mediante  gene-clean. Para ello, se añadió al bloque de agarosa el 
equivalente a 2-3 volúmenes (unos 300 μl) de NaI 6 M y se calentó a 55°C hasta la fusión de la 
agarosa. Se añadieron 10 μl de sílica 100 mg/ml (Sigma-Aldrich) y se mantuvo en hielo durante 5 
min. Se centrifugó a máxima velocidad durante 20 s, se eliminó el sobrenadante y se añadieron 500 
μl de tampón de lavado21, tras lo cual se mezcló en un agitador de vórtice. Se volvió a centrifugar y 
se repitió el proceso de lavado dos veces más. Se centrifugó, se retiró el sobrenadante y se dejó 
secar el sedimento, que, posteriormente, se resuspendió en 15 μl de H2Odd. Se incubó durante 10 
min a 55°C, se centrifugó durante 30 s a 13000 rpm, se recogió el sobrenadante y se repitió el paso 
de resuspensión, tras lo que se reunió el nuevo sobrenadante con el sobrenadante anterior.
Transformación
● Transformación de E. coli con quimiocompetencia
21 Tampón de lavado: Tris-Hcl 20 mM pH 7,5, NaCl 200 mM, EDTA 2 mM pH 8.0 y etanol al 53%.
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Se prepararon células quimiocompetentes según el método de la casa comercial Qiagen que 
permite una alta frecuencia de transformación (entre 5x107 y 5x108 transformantes por μg de ADN 
plasmídico). Un cultivo saturado de la estirpe receptora (DH5α, TP610, XL1-Blue, M15) se diluyó 
100 veces en 100 ml de medio LB en un matraz de 250 ml. Se incubó en agitación a 37°C hasta  
alcanzar una DO600 aproximada de 0,5. El cultivo se transfirió rápidamente a hielo y se incubó 
durante 5 min.  Las células se recogieron por centrifugación a 4000 g a 4°C durante 5 min.  El 
sedimento se resuspendió en 30 ml de TFB122 frío y se incubo en frío 90 min.  Las células se 
recogieron por centrifugación a 4000 g a 4°C durante 5 min y se resuspendieron en 4 ml de TFB223 
frío.  Se  prepararon  alícuotas  de  100-200  µl  que  se  congelaron  en  nitrógeno  líquido  y  se 
almacenaron a -80°C. Las células así preparadas mantienen su competencia durante varios meses.
Para la transformación, una alícuota de células competentes se descongeló lentamente en hielo 
y  se  mezcló  con  la  preparación  de  plásmido.  Dicha  mezcla  se  incubó  en  hielo  20  min  y,  a 
continuación, se sometió a choque térmico (42°C, 90 s), se  añadió 500 µl de LB o Psi broth24. La 
mezcla se incubó a 37°C durante 60-90 min, tras lo cual se concentró en 100 μl y se sembró en una 
placa de medio selectivo.
● Electroporación en E. coli y S. enterica
El método fue el mismo para ambas especies: se diluyó 100 veces en LB un cultivo saturado y 
se cultivó a 37°C ó 30°C, según la estirpe, hasta una DO600 aproximada de 0,6-0,8. Tras esto, el 
cultivo se incubó 5 min en hielo, se transfirió a un tubo de 50 ml y se centrifugó a 4°C, 4000 rpm 
durante 5 min. El sobrenadante se retiró y las células se resuspendieron suavemente en 1 ml de 
H2Odd fría y estéril.  Se rellenó el  tubo con más H2Odd (4 ml por número de muestras que se 
quisiera  electroporar)  y  se  centrifugó en  las  mismas condiciones.  Se repitió  la  operación y las 
células se resuspendieron en 40  μl/muestra de H2Odd fría y estéril y se dejaron en hielo hasta el 
momento  de  ser  usadas.  Con  este  procedimiento  se  obtuvieron  células  electrocompetentes.  La 
electroporación  se  realizó  mezclando  1  μl  de  ADN  plasmídico  con  40  μl  de  células 
electrocompetentes y transfiriendo la mezcla a una cubeta (con distancia entre placas de 2 mm) 
previamente enfriada. A continuación, se sometió a una descarga eléctrica en el electroporador (25 
μF, 200 Ω y 2.5 kV). El electroporador empleado fue un Electrocell Manipulator 600 fabricado por 
BTX. Se añadió 1 ml de LB a la cubeta y la mezcla se transfirió a un microtubo , el cual se agitó a  
22 TFB1: RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM, acetato de potasio 30 mM, CaCl2 10 mM, 15% glicerol, pH 5.8.
23 TFB2: MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75 mM, glicerol 15%, pH 6.8 con KOH.
24 Psi broth: Medio LB al que se le añade MgSO4 4 mM, KCl 10 mM.
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37°C durante 1 h.  Tras esto,  las células se recogieron por centrifugación, se concentraron y se 
sembraron en medio selectivo.
● Transformación de levaduras a partir de biomasa en medio sólido
Se preparó la mezcla de transformación mezclando 720 µl de PEG3350 (preparado al 50% en 
acetato de litio 0,1 M en TE) con 180 µl de acetato de litio 0,1 M en TE y 100 µl de DTT. En un 
microtubo se pusieron 100 µl de la mezcla de transformación con un poco de biomasa de la estirpe 
que se iba a transformar y 0,5-2 µg de ADN plasmídico. Se incubó 10 min a temperatura ambiente, 
30 min a 45ºC en un termobloque y se sembró en medio selectivo.
● Transformación de levaduras con genoteca para doble híbrido en medio líquido
Para la transformacion de la estirpe de levadura L40/pLEX10-SseK1 se siguió el método del 
acetato de litio  (Sherman  et al., 1986) con modificaciones. Se tomó una colonia de la levadura 
L40/pLEX10-SseK1 y se resuspendió en 5 ml de medio DO -Trp, se añadieron esos 5 ml a un 
matraz de 250 ml con 45 ml de medio DO-Trp, se incubó 5-6 horas y se pasaron los 50 ml de  
cultivo a un matraz de 2 L con 200 ml de medio selectivo. Se incubó este cultivo diluido toda la  
noche y se recogió cuando llegó a una concentración de 1x107-2x107 células/ml. Se recogieron las 
levaduras por centrifugación a 2000 rpm 5 min (el sobrenadante se desechó en el matraz del cultivo 
y se volvió a centrifugar para rescatar las levaduras que pudieran quedar en el fondo). Se realizaron 
dos lavados, con 50 ml de agua destilada, por centrifugación a 2000 rpm 5 min (el sobrenadante  de 
cada centrifugación se desechó en el matraz del cultivo y se volvió a centrifugar para rescatar las  
levaduras que pudieran quedar en el fondo o que no hubiesen precipitado en la centrifugación).  Se 
lavó con 50 ml de LiOAc 0,1 M en TE  centrifugando a 2000 rpm 3 min y se resuspendió en 10 m l 
de  LiOAc 0,1 M/TE. Se incubó 1 h a 30 ºC. Se centrifugó a 2000 rpm 5 min y se resuspendió en 2  
ml de LiOAc 0,1M/TE , se añadió 60 µg de ADN de la genoteca y 20 ml de PEG3350 40% en 
LiOAc 0,1M/TE. Se incubó la mezcla 1 h a 30ºC en agitación suave (50 rpm). Se incubó en el baño  
a 42ºC durante 30 min. Se centrifugó a 3500 rpm 5 minutos (el sobrenadante  se desechó en el 
matraz del cultivo y se volvió a centrifugar para rescatar las levaduras que quedaron en el fondo). 
Se resuspendió en 50 ml de medio DO-Trp y se repitió el proceso de centrifugación y lavado dos 
veces. Se pasaron las células de la ultima resuspensión a un matraz de 2 L con 200 ml de medio 
DO-Leu-Trp y se incubó durante 6 h a 30ºC.  Se centrifugó a 3500 rpm 5 minutos (el sobrenadante 
se  desechó  en  el  matraz  del  cultivo  y  se  volvió  a  centrifugar  para  rescatar  las  levaduras  que 
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quedaron  en  el  fondo).  Se  resuspendió  en  50  ml  de  medio  selectivo,  se  repitió  el  proceso  de 
centrifugación y lavado dos veces más y por último se resuspendió en 2 ml de medio DO-Leu-Trp. 
Se calculó el volumen total y se sembraron 200 µl en cada placa de 150 mm con medio selectivo 
DO-His-Leu-Trp con agar. Se reservaron 200 µl para realizar diluciones seriadas y sembrarlas en 
placas de 100 mm con medio selectivo DO-Leu-Trp con agar, para poder calcular la eficiencia de la 
transformación. 
Transducción bacteriana
● Preparación de lisados P22
Se mezclaron 0,8 ml de caldo de fagos25 P22 con 0,2 ml de un cultivo saturado de la estirpe 
donadora. La mezcla se incubó 8-16 h con agitación suave a 37°C (8 h suele ser el tiempo idóneo 
para  que  haya  lisis  celular  máxima,  aunque  el  cultivo  no  se  aclara).  Los  fagos  se  recogieron 
centrifugando el lisado 5 min a 13000 rpm en una centrífuga de sobremesa. El sobrenadante con los 
fagos se recogió en un tubo con tapón de rosca. Se añadieron 100 μl de cloroformo y se mezcló en 
un agitador de vórtice. Los lisados se mantuvieron unas horas a temperatura ambiente y luego se 
guardaron a 4°C, condiciones en las que son estables durante meses o años (Maloy, 1990).
● Transducción en medio líquido
En un tubo estéril se mezcló una alícuota de un cultivo saturado de la estirpe receptora con una 
dilución adecuada del lisado de la estirpe donadora. La mezcla se incubó a 37°C con agitación 
suave entre 30 y 90 min, dependiendo del marcador a transducir. La mezcla, diluida y sin diluir, se 
sembró en medio selectivo y se incubó a 37°C hasta la aparición de colonias. 
Este método no proporciona transductantes independientes (aunque en incubaciones menores de 
30 min apenas da tiempo a que los transductantes se dividan, por lo que la proporción de gemelos 
debe  ser  mínima),  sin  embargo tiene las  ventajas  de  ser  más rápido y repetitivo y de permitir 
diluciones de la mezcla de transducción, con lo que se pueden usar distintas multiplicidades de 
infección para una misma transducción.
25 Caldo de fagos1: 100 ml de NB (Nutrient Broth), 2 ml de sales E 50x, 1 ml de glucosa al 20% y 0.1 ml de lisado de fago obtenido 
sobre una estirpe silvestre de Salmonella.
Sales E50x: MgSO4 83mM, ácido cítrico 520mM, K2HP04 2,87M, y NaNH4HP04 837,3mM.
NB: para 1 L de medio, añadir 3 g de extracto de carne y 5 g de peptona.
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● Limpieza de lisógenos en los transductantes
Los transductantes,  además de haber  recibido el  marcador  seleccionado,  pueden haber  sido 
infectados por P22. Por tanto, pueden ser pseudolisógenos (al impedir la integración, la mutación 
int dificulta o retrasa la formación de lisógenos verdaderos). Con el tiempo, los pseudolisógenos se 
hacen resistentes o inmunes a nuevas infecciones por P22 y, a partir de ese momento, no pueden ser  
lisados ni transducidos.  De ahí  que convenga eliminar  los pseudolisógenos de la  estirpe recién 
construida si  ha de ser usada en posteriores experimentos de transducción.  Para ello,  se aíslan 
colonias del transductante en placas de EBU. En este tipo de placas los pseudolisógenos son oscuros 
y las colonias libres de P22 son claras. La diferencia de color es debida a la existencia de lisis en las 
colonias de pseudolisógenos. Dicha lisis acidifica la colonia y hace virar el compuesto indicador. 
Generalmente, se necesitan dos o tres siembras sucesivas en placas verdes, o EBU, para detectar 
aislados libres de fago. Dichos aislados se forman por segregación espontánea de células libres de 
profago. Se considera que un transductante está "limpio" cuando en el aislamiento correspondiente 
no aparece ninguna colonia de color verde oscuro (Maloy, 1996).
● Ensayo de sensibilidad a P22
En las placas EBU, los aislados  de color claro pueden ser lisógenos en los que no se está 
produciendo lisis. Estos aislados son resistentes a P22 y pueden ser confundidos con aislados libres 
de fagos. Esto hace aconsejable disponer de un ensayo adicional para determinar si una estirpe es 
sensible a P22. Con este objetivo se usa el mutante virulento H5. Sobre una placa de LB o EBU se 
extiende  una  estría  de  un  lisado  de  H5  y  se  deja  secar.  Posteriormente,  se  cruzan 
perpendicularmente a la estría de H5 estrías de las estirpes a ensayar. Las estirpes sensibles sólo 
presentarán crecimiento hasta la estría de H5, mientras que las resistentes crecerán cruzando la 
estría (Maloy, 1996).
Transfección de células HeLa
En este estudio se han realizado transfecciones transitorias, cuando interesaba comprobar la 
expresión  de  SseK1 desde  el  vector  pBABE-puro  y  transfecciones  estables,  cuando  interesaba 
estudiar el efecto de la expresión de SseK1 en la célula de mamífero a medio o largo plazo. 
● Transfección transitoria
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Se utilizaron cultivos celulares subconfluentes, obtenidos generalmente en placas de 15 cm de 
diámetro,  ya  que  se  precisan  varios  millones  de  células  por  cada  transfección.  Las  células  se 
despegaron con tripsina, se contaron en un hemocitómetro, se recogieron por centrifugación a 1000 
rpm durante 10 min y se resuspendieron en medio de electroporación (DMEM suplementado con 15 
mM de HEPES pH 7.4) a una concentración de 107 células por cada 200 μl. 
El  ADN  empleado  (pBABE-puro  y  pBABE-puro-SseK1-3xFLAG)  se  preparó  mediante 
columnas Pure YieldTM Plasmid Midiprep System de Promega. Cinco μg de este ADN se llevaron a 
50  μl de volumen final con H2Odd y NaCl a una concentración de 200 mM. A este ADN se le 
añadieron 200 μl de las células resuspendidas en medio de electroporación y la mezcla se transfirió 
a una cubeta de electroporación (con distancia entre placas de 4 mm).
Para la electroporación se emplearon las siguientes condiciones: 950 μF, 720 Ω y 240 V. Tras la 
electroporación, las células se transfirieron a un tubo con 10 ml de medio de electroporación, se 
recogieron por centrifugación a 1000 rpm durante 10 min, se resuspendieron en medio fresco (con 
HEPES) y se cultivaron durante 24 h, momento en que se suele alcanzar la máxima expresión de los 
ADN transfectados.
● Transfección estable
Para las transfecciones estables se usó también el vector pBABE-puro (Morgenstern & Land, 
1990),  que  contiene  un  gen  que  confiere  resistencia  al  antibiótico  puromicina,  el  cual  es  un 
inhibidor de la síntesis de proteínas. El protocolo inicial de transfección es el mismo que el del 
apartado anterior. Entre 24 y 48 h tras la transfección, se despegaron las células, se diluyeron en 
medio DMEM suplementado con 1 μg/ml de puromicina (InvivoGen) y se transfirieron a una placa 
de 24 pocillos de manera que hubiera inicialmente 105 células en algunos pocillos, 104 células en 
otros,  y  103 células  en  los  últimos.  Como control,  se  llevaron también  diluciones  similares  de 
células  que  no  habían  sido  transfectadas.  Periódicamente  se  refrescó  el  medio,  siempre 
suplementado con puromicina, hasta que se observó la muerte de la mayoría de las células en el  
experimento y de todas las células control. Los clones aislados de células resistentes se transfirieron 
a placas de 6 pocillos y luego a placas de 10 y 15 cm de diámetro, hasta obtener suficientes células 
para comenzar los análisis de expresión y fenotípicos y para la congelación.
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Construcción de estirpes bacterianas
Habitualmente, los marcadores genéticos se transfirieron de una estirpe a otra por transducción. 
Se transdujo la estirpe receptora con un lisado de P22 obtenido sobre una estirpe con el marcador 
deseado. Dado que todos los marcadores usados eran seleccionables, la transducción se sembraba 
directamente en medio selectivo. Por ejemplo, para seleccionar la transducción de una mutación 
∆sseK1::Kmr, la mezcla de transducción se sembró en medio con Km. Siempre que era posible se 
comprobaba que el transductante presentara la nueva mutación mediante PCR o mediante análisis 
fenotípico.
Cebadores
Los  oligonucleótidos  utilizados  como  cebadores  en  las  reacciones  de  amplificación  y 
secuenciación fueron sintetizados por Invitrogen o Stab Vida. Se muestran en la Tabla M.5.
Tabla M.5: Oligonucleótidos empleados en esta tesis. Las dianas de restricción están subrayadas.
Cebadores usados Secuencia 5'-3' 
Deleción de SPI1
SPI1P1 AGCATAACGGCATTGTTATCGAATCGCTCATAAAGCGTT
TGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
SPI1P2 TATAAGGCTTGCAGTCTTTCATGGGCAGCAAGTAACGTC
TCATATGAATATCCTCCTTAG
Deleción de SPI2
SPI2P1 ATGTCTGAGGAGGGATTCATGCTGGCAGTTTTAAAAGG
CAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC 
SPI2P2 GGTGTTTCGGTAGAATGCGCATAATCTATCTTCATCACCA
CATATGAATATCCTCCTTAG
Construcción de pIZ1907 
pipb2bampsif5' GAATGGATCCAGGAGGACAGCTATGGAGCGTTCACTCG
ATAG
pipb2bampsif3' GAATGGATCCAAATATTTTCACTATAAAATTC
Construcción de pIZ1908
pipb2_11bampsif5' GAATGGATCCAGGAGGAAATATATGGCTAAATCTGCTTT
TGG
pipb2bampsif3' Como anteriormente
Construcción de pIZ1911
pipb2bampsif5' Como anteriormente
pipB2_10bampsif3' CAAGGGATCCAACCAGCCAGACTATCGAGTGAAC
Construcción de pIZ1913
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pipb2bampsif5' Como anteriormente
pipB2_48bampsif3' CACAGGATCCACCGACGTATCCCACCACAGGTAAAAAA
G
Construcción de pIZ1947
pipb2bampsif5' Como anteriormente
pipB2_100bampsif3' GAATGGATCCATTCGTTATTCTCACCAGGAAG
Construcción de pIZ1948
pipb2bampsif5' Como anteriormente
pipB2_225bampsif3' GAATGGATCCAATCGAGGGTAGCGCCACACATAATG
ST-PCR
cya1 GAATGGGGGTTGACCAGGCGGAACATCAATGTGGC
cya2 CGGCGTTTGCGTAACCAGCC 
GGCCACGCGTCGACTAGTAC
st1 GGCCACGCGTCGACTAGTAC
stACGCC GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNACGCC
stGATAT GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATAT
Deleción de sseK1
sseK1dP1 TAAAATATGTAATGAAGTAAGTATGGAGCATTTAATTGTT
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
sseK1dP2 ATATTTTATGTATTCAATAGCATGATTATTGCCATTTCCGC
ATATGAATATCCTCCTTAG
Construcción de la fusión traduccional sseK1::lacZ
sseK1P1b CATGAACTTTGCGTAAACTGACTGGTATTCATT 
ATAATGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
sseK1P4 ATATGTTCCCGCGCTTTCAAAAAATGAATTGGTTAAAAC
TATTCCGGGGATCCGTCGACC
Etiquetado de SseK1
sseK1P1flag CAGTCAGTTTACGCAAAGTTCATGGGCGAGGCATGTGC
AGGACTACAAAGACCATGACGG
sseK1P2flag ATATTTTATGTATTCAATAGCATGATTATTGCCATTTCCGC
ATATGAATATCCTCCTTAG
Fusión cromosómica sseK1::cyaA’
sseK1P1 CAGTCAGTTTACGCAAAGTTCATGGGCGAGGCATGTGC
AGCTGCAGCAATCGCATCAGGC
sseK1P2 ATATTTTATGTATTCAATAGCATGATTATTGCCATTTCCGT
TAGAAAAACTCATCGAGCATC
Verificación de la fusión cromosómica sseK1::cyaA’
sseK1E1 TTAATTGCTCACTGGCAGGG
sseK1E2 GCACTGCGATTTTAAAGTGG
cyaArev CCTTGATGCCATCGAGTACG
Construcción de pIZ1959
sseK1BampSIFfw AGTCGGATCCAGGAGGAAATAT 
ATGATCCCACCATTAAATAG
sseK1BampSIFrev GATCGGATCCACTGCACATG CCTCGCCCATG
Construcción de pIZ2095
PsseK1−500fwBgl AGTCAGATCTTTGGGACAATTACATTATG
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PsseK1+40revXho AGTCCTCGAGAACAATTAAATGCTCCATAC
Construcción de pIZ2115
PsseK1−500fwEco AGTCGAATTCTTGGGACAATTACATTATG
PsseK1+40revEco AGTCGAATTCAACAATTAAATGCTCCATAC
Construcción de pIZ2135
sseK1TT−51CCfw GCTTAGTTTAGCATCTTCCAGCTGACAGCGATTGC
sseK1TT−51CCrev GCAATCGCTGTCAGCTGGAAGATGCTAAACTAAGC
Construcción de pIZ2136
sseK1TT−62CCfw CCTCCGGTTAATGCTTAGCCTAGCATC TTTTAGCTGAC
sseK1TT−62CCrev GTCAGCTAAAAGATGCTAGGCTAAGCATT AACCGGAGG
Construcción de pIZ2112 y pIZ2137 
sseK1TT−73CCfw GTATTTATGTATCCTCCGGCCAATGCTTAGT TTAGCATC
sseK1TT−73CCrev GATGCTAAACTAAGCATTGGCCGGAGGATAC ATAAATAC
Construcción de pIZ2154
sseK1−73TT−62CCfw CCTCCGGCCAATGCTTAGCCTAGCATCTTT TAGCTGAC
sseK1−73TT−62CCrev GTCAGCTAAAAGATGCTAGGCTAAGCATTGG CCGGAGG
Promotor sseK1
FAMsseK1−500fw TTGGGACAATTACATTATGTTTG
FAMsseK1+40rev AACAATTAAATGCTCCATACTTAC
FAMsseK1−300fw CTCGCCATTATAAAATACCTG
FAMsseK1−1rev CATGATGATTATTAGCACATG
Promotor slyB
promslyBdir AGACTTGCCTGTTGCGCAAC
promslyBrev AAACGCTATTTCAGCATCCC
Prootor phoN
promphoNdir AATGCGTGTCAGTCAGGCAC
promphoNrev TTAGCTACGATCAGTGGTAG
Construcción de pIZ2047
SseK1pBABE_5' GTCAGGATCCGCCGCCACCATGATCCCACCATTAAATAG
3FlagSal3' CTGAGTCGACTTACTATTTATCGTCGTCATC
Construcción de pIZ2203
SseK1_pLex10_EcoR1fw ATGCGAATTCATGATCCCACCATTAAATAG
SseK1_pLex10_Sal1rev ATGCGTCGACCTACTGCACATGCCTCGCCC
Secuenciación candidatos doble híbrido
3’AD AGATGGTGCACGATGCACAG
Comprobación candidatos TBCB del doble híbrido
TBCBfw GCTCCTACCCTGTAGATGACG
TBCBrev CATATCTCGTCCAACCCGTAG
q RT-PCR
ZNF267fw AGGCACTGGGAGATTCGTAG
ZNF267rev CTACGGCCACATCCCTGA
STYXL1fw GCCACATGTGTCACTTCATTG
91
Materiales y Métodos
STYXL1rev GCTGATACCTTGGGTGGAAA
PDE6Pfw CCTGAGGGGCTTCAAACTAA
PDE6Prev TCTTCTGTTCCTTGCCAGAGT
IER2fw TGTCAGTGGAAAGGCATAAGG
IER2rev AGATTGGCCCAGTTTCACC
VIPR2fw GCTCATCGAGTGATGGGAAC
VIPR2rev CTTCACCAGAATATAAAACGTGATCT
Comprobación mutantes promotor sseK1
sseK1TT-73CCrev GATGCTAAACTAAGCATTGGCCGGAGGATACATAAATAC
sseK1TT-73CCfw GTATTTATGTATCCTCCGGCCAATGCTTAGTTTAGCATC
sseK1TT-62CCrev GTCAGCTAAAAGATGCTAGGCTAAGCATTAACCGGAGG
sseK1TT-62CCfw CCTCCGGTTAATGCTTAGCCTAGCATCTTTTAGCTGAC
sseK1TT-51CCrev GCAATCGCTGTCAGCTGGAAGATGCTAAACTAAGC
sseK1TT-51CCfw GCTTAGTTTAGCATCTTCCAGCTGACAGCGATTGC
sseK1AA2GGrev CATACTTACTTCATTACATATTCCACATGATGATTATTAGC
AC
sseK1AA2GGfw GTGCTAATAATCATCATGTGGAATATGTAATGAAGTAAGT
ATG
sseK1-73CCrev GATGCTAAACTAAGCATTGG
sseK1-62CCrev GTCAGCTAAAAGATGCTAGG
sseK1-51CCrev GCAATCGCTGTCAGCTGG
sseK12GGrev CTTACTTCATTACATATTCC
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
En las reacciones de amplificación se usó un termociclador  T100 Thermal Cycler (BioRad), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones de PCR se realizaron con 1 ng de ADN, 
dNTP  300  μM  cada  uno,  cebadores  0.3  μM,  1  U  de  polimerasa  Taq por  reacción,  y  una 
concentración final de MgCl2 de 1.5 mM en un volumen de 100 μl. El programa térmico incluía los 
siguientes pasos: (i)  desnaturalización inicial,  5 min a  95°C; (ii)  25 ciclos de desnaturalización 
(98°C, 20 s), alineamiento (55°C, 15 s), y extensión (72°C, 30 s/kb); e (iii) incubación final a 72°C 
durante 5 min para completar la extensión. Como enzima se usó la polimerasa  KAPA HiFi DNA 
polymerase, suministrada por Kapa Biosystems.
Para la  comprobación de algunos clones  se llevaron a  cabo reacciones  de PCR a partir  de 
colonias,  usando como enzima la  polimerasa  MyTaqTM Red DNA polymerase,  suministrada  por 
Bioline. En estos casos, se preparó una mezcla con 5 μl del tampón de reacción proporcionado por 
la casa (dNTP 5 mM y MgCl2 15 mM), cebadores 0.2 μM y 1 U de polimerasa Taq por reacción, en 
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un volumen final de 25 μl. En esta mezcla se resuspendió poca biomasa procedente de una colonia. 
El programa térmico incluía los siguientes pasos: (i) desnaturalización inicial, 1 min a 95°C; (ii) 25 
ciclos de desnaturalización (95°C, 15 s), alineamiento (55°C, 15 s), y extensión (72°C, 30 s/kb); e 
(iii) incubación final a 72°C durante 5 min para completar la extensión.
Antes de usar los productos de PCR, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa y se 
limpiaron de proteína, oligonucleótidos y dNTP mediante un sistema comercial de purificación de 
bandas  (MEGAquick-spin  Total  Fragment  DNA  Purification  Kit,  suministrado  por  Intron 
biotechnology).
Semi-random, Two-step PCR (ST-PCR)
El protocolo de ST-PCR  (Chun  et al.,  1997) se usó para amplificar las regiones genómicas 
adyacentes a las inserciones  cyaA' aleatorias  (Figura M.1). La primera reacción se llevó a cabo 
sobre las colonias bacterianas candidatas con los cebadores cyaA1 y stACGCC o stGATAT (Tabla 
M.5) en un volumen final  de 25 μl,  usando un programa térmico con los  pasos siguientes:  (i) 
desnaturalización inicial, 2 min a 94°C; (ii) 6 ciclos de desnaturalización (94°C, 30 s), apareamiento 
(42°C, 30 s, -1°C cada ciclo), y extensión (72°C, 3 min); (iii) 25 ciclos de desnaturalización (94°C, 
30 s), apareamiento (65°C, 30 s), y extensión (72°C, 3 min); e (iv) incubación final a 72°C durante 
7 min para completar la extensión. La segunda reacción se llevó a cabo con los cebadores cyaA2 y 
st1, usando 1 μl de una dilución 1:5 del producto de la primera reacción. El programa térmico de la 
segunda reacción fue: (i) desnaturalización inicial, 30 s a 94°C; (ii) 30 ciclos de desnaturalización 
(94°C, 30 s), apareamiento (56°C, 30 s), y extensión (72°C, 2 min); e (iii) incubación final a 72°C 
durante  7  min  para  completar  la  extensión.  Los  productos  finales  se  secuenciaron  usando  los 
cebadores cyaA2 y st1.
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Figura M.1: Esquema explicativo del método ST-PCR. Las cinco últimas bases de la secuencia del oligonucleótido st permiten la 
hibridación del cebador cada cierto número de bases en el genoma de Salmonella. Se utilizaron dos cebadores de este tipo diferentes, 
uno terminado en GATAT y otro, en ACGCC, para ampliar la posibilidad de unión de la primera pareja de cebadores. Sabiendo que el  
genoma de Salmonella presenta un porcentaje en G+C del 52%, el oligonucleótido stGATAT” se unirá cada 1159 pb (1 / (0,26 x 0,24  
x 0,24 x 0,24 x 0,24)), y el oligonucleótido stACGCC, cada 912 pb (1 / (0,24 x 0,26 x 0,26 x 0,26 x 0,26)). Adaptado de (Chun et al., 
1997)
Mutagénesis dirigida
● Mutagénesis del promotor de sseK1
Se diseñaron los oligonucleótidos sseK1TT−51CCfw y sseK1TT−51CCrev,  sseK1TT−62CCfw 
y  sseK1TT−62CCrev,  sseK1TT−73CCfw  y  sseK1TT−73CCrev  y  sseK1−73TT−62CCfw  y 
sseK1−73TT−62CCrev (Tabla M.5), que contenían los nucleótidos que se querían cambiar para 
generar las mutaciones puntuales en el promotor de sseK1 clonado en pIC552. Se usaron como 
cebadores para amplificar por PCR la nueva secuencia mutada de dicho promotor. Como molde de 
ADN  para  la  PCR se  usaron  los  plásmidos  pIZ2095  [pIC552-  PsseK1(−500/+40)]  y  pIZ2112 
[pIC552- PsseK1(−500/+40)TT−73/−72CC]. El programa térmico incluyó los siguientes pasos: (i) 
desnaturalización inicial, 30 s a 95°C; (ii) 12 ciclos de desnaturalización (95°C, 30 s), apareamiento 
(42°C,  1 min),  y  extensión  (68°C,  5 min);  e  (iii)  incubación final  a  72°C durante 7 min para 
completar la extensión. El fragmento de ADN obtenido se trató con 1 μl de la enzima de restricción 
DpnI (10 U/μl) durante 1 h a 37°C para eliminar los restos de ADN molde. Esta enzima corta ADN 
en la diana GATC sólo si este está metilado, lo cual ocurre en el caso del ADN molde pero no en el 
del ADN recién sintetizado en la PCR. Posteriormente se usó 1 μl de ADN tratado con DpnI para 
transformar  la  estirpe  de  E.  coli DH5α.  Se  seleccionaron  los  transformantes  en  medio  LB 
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suplementado  con  Ap.  La  introducción  de  las  mutaciones  puntuales  se  confirmó  mediante 
secuenciación.
Inactivación de genes cromosómicos usando productos de 
PCR
Para la construcción de mutantes nulos se siguió el método descrito por Datsenko y Wanner 
(Datsenko & Wanner, 2000). Este procedimiento está basado en el sistema de recombinación Red 
del fago λ. Una de las razones por las que  E. coli o  Salmonella no son transformables con ADN 
lineal es la presencia de exonucleasas intracelulares que lo degradan. El sistema Red del fago λ 
incluye los genes γ, β y exo, que codifican las proteínas Gam, Bet y Exo, respectivamente. Gam 
inhibe la exonucleasa V del hospedador, permitiendo el acceso de Bet y Exo a los extremos de ADN 
para  promover  la  recombinación.  La  estrategia  básica  consiste  en  reemplazar  una  secuencia 
cromosómica,  por ejemplo el  gen B de la  Figura M.2,  por un gen de resistencia a antibiótico 
seleccionable,  el  cual  es generado por PCR usando cebadores que contienen 40 nucleótidos de 
homología con la secuencia colindante a la que queremos reemplazar (P1 y P2 en la Figura M.2). 
La recombinación la lleva a cabo el sistema Red del fago λ, expresado desde un promotor inducible 
por arabinosa en un plásmido de bajo número de copias y termosensible (pKD46). Tras la selección, 
el gen de resistencia puede eliminarse usando otro plásmido (pCP20), que expresa la recombinasa 
FLP (flipasa) del plásmido de 2 μ de S. cerevisiae. El sistema FLP actúa en las repeticiones directas 
FRT (FLP recognition target) que flanquean la secuencia. Los plásmidos que contienen los sistemas 
Red y FLP son termosensibles y pueden eliminarse fácilmente mediante cultivo a 37°C.
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Figura M.2: Protocolo para eliminar regiones cromosómicas.  Paso 1: Amplificación mediante PCR de los plásmidos pKD3 o 
pKD4. Paso 2:  Transformación con el producto de la PCR y recombinación con la recombinasa Red de lambda. Paso 3: Selección de  
los  transformantes con el  antibiótico adecuado (cloranfenicol  para  pKD3 y kanamicina para pKD4).  Paso 4: Eliminarción dela  
resistencia usando un plásmido de expresión de FLP. Adaptado de (Datsenko & Wanner, 2000).
● Preparación del ADN para la sustitución
Los plásmidos usados como molde en las reacciones de PCR fueron pKD3 (Cmr)  o pKD4 
(Kmr). Los cebadores tenían 40 nucleótidos de homología con el gen a inactivar y 20 nucleótidos de 
homología con pKD3 o pKD4. Los oligonucleótidos usados para la construcción de los distintos 
mutantes se relacionan en la Tabla M.5. El producto de PCR de las reacciones de amplificación se 
sometió a electroforesis en gel de agarosa y la banda obtenida se purificó mediante MEGAquick-
spin Total Fragment DNA Purification Kit , suministrado por Intron biotechnology.
● Transformación de los receptores
Se  prepararon  células  electrocompetentes  de  la  estirpe  receptora  adecuada  que  llevaba  el 
plásmido pKD46, el cual expresa el sistema λ Red bajo el control del promotor de araB, inducible 
por arabinosa, y se transformaron por electroporación con el ADN obtenido en la PCR anterior. Se 
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sembraron en medio selectivo hasta la obtención de colonias y se confirmó la mutación mediante 
PCR de colonias, usando cebadores externos a la región sustituida.
● Escisión del gen de resistencia a antibiótico
Una vez sustituidos los genes de interés, las mutaciones se introdujeron en los fondos genéticos 
apropiados  mediante  transducción  con  P22  y  selección  de  la  resistencia  al  antibiótico 
correspondiente.  Posteriormente,  cuando  fue  necesario,  el  gen  de  resistencia  se  escindió 
transduciendo el plásmido pCP20 con P22 HT (Figura M.2). La transducción se incubó durante 1 h 
a 30°C y se sembró en LB con Ap. Para eliminar el plásmido pCP20, las limpiezas de fagos se 
llevaron a  cabo en placas  EBU sin antibiótico,  cultivadas a  37°C.  Una vez que los candidatos 
estuvieron limpios de fagos, la pérdida de la resistencia a antibiótico se comprobó sembrando en 
placas  de  LB con  Ap y  LB con Cm o  Km,  según  corresponda,  además  de  por  PCR con  los 
cebadores externos.
Construcción de fusiones lac
● Fusiones cromosómicas
Para la  construcción de las  fusiones  transcripcionales  y traduccionales en el  cromosoma se 
siguió el método descrito por Ellermeier y colaboradores  (Ellermeier  et al., 2002). Dicho método 
permite la construcción de fusiones lac estables utilizando el sistema de recombinación específica 
de sitio FLP/FRT.
Como se explicó en el apartado anterior, se puede insertar un gen de resistencia a antibiótico en 
cualquier punto del cromosoma bacteriano (Datsenko & Wanner, 2000). Dado que la inserción está 
flanqueada por sitios FRT, el gen de resistencia puede escindirse introduciendo el plásmido pCP20, 
que codifica el sistema FLP. El resultado de la deleción es una "cicatriz" en el punto de inserción 
que consiste en un sitio único FRT con determinada orientación (Figura M.2 y Figura M.3). Este 
sitio FRT puede usarse para la integración de un plásmido pCE que contiene un sitio FRT aguas 
arriba  de los  genes  lacZY,  generando así  una  fusión  lac.  La  recombinación específica  de sitio 
mediada por el sistema FLP es un evento direccional.
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Existen dos plásmidos, pCE36 y pCE37, para la creación de fusiones transcripcionales lac, que 
difieren  en  la  orientación  del  sitio  FRT,  y  un  plásmido,  pCE40,  para  la  creación  de  fusiones 
traduccionales lac, al cual le falta el sitio de inicio de la transcripción de lacZ y tiene codones de 
STOP en todos los marcos de lectura excepto en uno de ellos. Estos plásmidos, además, contienen 
un gen de resistencia a Km y el origen de replicación R6K, que únicamente es activo cuando se 
proporciona en trans la proteína pi (π), codificada por el gen pir. La elección del plásmido depende 
de la orientación del sitio FRT en la mutación original (Figura M.3).
Figura M.3: Esquema de la construcción de fusiones lac en el cromosoma. En este caso se muestra la construcción de una fusión 
transcripcional lac con el plásmido pCE36 [adaptado de (Ellermeier et al., 2002)].
● Fusiones plasmídicas
El vector pIC552 permite la construcción in vitro de fusiones transcripcionales al gen lacZ, que 
se expresa desde las señales de inicio de la traducción de  galK (Macián  et al., 1994). El sitio de 
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unión a ribosomas (RBS) de galK y su región previa natural aseguran una eficiencia constante para 
la traducción de  lacZ y, así, la producción de β-galactosidasa de una fusión dada es directamente 
proporcional a la actividad transcripcional in vivo del fragmento de ADN insertado. De esta forma, 
se clonaron en pIC552 diferentes fragmentos del promotor de SseK1, amplificados previamente por 
PCR con los cebadores indicados en la  Tabla M.5,  los cuales permitieron añadir  las dianas de 
restricción de las enzimas  BglII  y  XhoI  a los extremos de dichos fragmentos para su posterior 
ligación al vector previamente digerido con las mismas enzimas de restricción. Estas construcciones 
se usaron para la transformación de células electrocompetentes de diferentes estirpes de E. coli y S. 
enterica.
Construcción de fusiones 3xFLAG
Para etiquetar proteínas con el epítopo 3xFLAG se siguió el método descrito en (Uzzau et  
al., 2001), una modificación del método de Datsenko y Wanner  (Datsenko & Wanner, 2000). El 
objetivo es manipular una secuencia cromosómica, la secuencia del gen que codifica la proteína que 
queremos etiquetar, añadiéndole un fragmento de ADN que contiene una secuencia que especifica 
un epítopo (3xFLAG) y una resistencia a antibiótico (Km). La construcción se genera mediante 
PCR y transformación (estrategia esquematizada en la  Figura M.4). Uno de los oligonucleótidos 
usados en la amplificación contiene una secuencia de unas 40 bases que se corresponde con los 
últimos nucleótidos de la parte codificante del gen que se quiere etiquetar, sin incluir el codón de 
parada. El otro, denominado P2, contiene una secuencia de unas 40 bases idéntica a la secuencia 
que está a continuación de dicho codón de parada, pero en la cadena complementaria. El plásmido 
empleado como molde para la PCR se llama pSUB11  (Tabla M.4) y contiene la secuencia del 
epítopo FLAG, repetida tres veces, junto a un gen de resistencia a Km. El producto de la PCR se 
emplea para transformar una estirpe de Salmonella portadora del plásmido pKD46, que expresa el 
sistema  λ  Red  bajo  el  control  de  un  promotor  inducible  por  arabinosa.  Esta  recombinasa  es 
necesaria  para  que  se  produzca  la  recombinación  entre  el  fragmento  de  PCR y el  cromosoma 
bacteriano. El plásmido pKD46 es termosensible y porta un gen de resistencia a Ap, por lo que el 
mantenimiento del  mismo requiere que  las  bacterias  se  cultiven  a  30°C en presencia de Ap y, 
además, la expresión de la recombinasa Red requiere la adición de arabinosa al medio. La correcta 
incorporación del fragmento amplificado se comprobó por PCR, con una pareja de oligonucleótidos 
externos, y por western blot, usando anticuerpos monoclonales anti-FLAG.
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Figura  M.4:  Construcción  de  proteínas  de  fusión  con  el  epítopo  3xFLAG.  Se amplifica  un  fragmento  de  ADN,  que 
comienza con la secuencia codificadora del epítopo y que incluye un gen de resistencia a antibiótico flanqueado por  
sitios FRT, con oligonucleótidos que presentan secuencia homóloga (36-40 pb) a la región inmediatamente precedente 
al codón de parada de la traducción del gen diana y a una región aguas abajo de ésta. El fragmento amplificado se  
introduce en una estirpe que expresa el operón red del bacteriófago λ y se seleccionan los recombinantes resistentes a 
antibiótico.  La bacteria  recombinante sintetiza la proteína diana con el  epítopo fusionado a su extremo C-terminal 
[adaptado de (Uzzau et al., 2001)].
El  gen  de  resistencia  a  antibiótico  se  puede  eliminar  mediante  la  recombinasa  FLP, 
permitiendo así la repetición del procedimiento descrito arriba para etiquetar otro gen diana.
Construcción de fusiones CyaA'
● Fusiones plasmídicas
Los plásmidos que expresan las fusiones CyaA' son derivados de pIZ1673, una modificación de 
pSIF003-R1 (Valinsky et al., 2002) que se construyó por deleción del gen lacI usando las enzimas 
HpaI y SphI. Así, se consigue que la expresión de las fusiones CyaA' a partir de los derivados de 
pIZ1673 no sea dependiente de isopropil-β-D-tiolgalactopiranósido (IPTG). Para construir  estos 
plásmidos, el ADN de la estirpe 14028 se usó como molde para la PCR con los oligonucleótidos 
recogidos en la Tabla M.4. Los fragmentos amplificados se digirieron con BamHI y se ligaron con 
pIZ1673  previamente  cortado  con  BamHI  y  desfosforilado.  Para  detectar  las  construcciones 
apropiadas (plásmido con el inserto en la orientación correcta), la mezcla de ligación se utilizó para 
transformar la estirpe de E. coli TP610 y los transformantes se seleccionaron en agar MacConkey 
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sin lactosa y suplementado con Ap y con 1% de maltosa.  La estirpe TP610 es un mutante  cya 
(Glaser  et al.,  1988) que puede ser complementado con la actividad basal adenilato ciclasa que 
posee CyaA de B. pertussis en ausencia de calmodulina. Debido al hecho de que cya en pIZ1673 no 
presenta un sitio de unión a ribosomas, los transformantes con vectores vacíos o con insertos en la  
orientación  incorrecta  producirán  colonias  blancas  en  MacConkey-maltosa,  mientras  que  los 
plásmidos con insertos en la orientación correcta producirán colonias rojas en dicho medio.
● Fusiones cromosómicas aleatorias:
Para la generacion de fusiones  cyaA' se siguio el metodo descrito por Tu en 2001  (Tu  et al., 
2001). El metodo consiste en la mutagenesis aleatoria con mini-Tn5cyaA' mediante la conjugacion 
de la estirpe donante de E. coli S17-1 λpir con las estirpes receptora de S. enterica 14028 SV5030 y 
SV6151. Las estirpes receptoras se incubaron 30 min a 50ºC, antes de la conjugacion,  con el fin de 
inactivar  temporalmente  el  sistema  de  restricción  y  aumentar  la  frecuencia  de  conjugación. 
Alícuotas de 500 µl del receptor y del donador se recogieron por centrifugación, se mezclaron en 
filtros de membrana de 45 µm de diámetro de poro que se colocaron sobre placas de medio mínimo 
E-glucosa  agar  y  se  incubaron a  37ºC durante  4  h.  Después  del  apareamiento,  las  mezclas  se 
suspendieron en MgSO4   10 mM y se extendieron sobre agar LB con Km. Los conjugantes se 
reunieron en colecciones de 100 conjugantes, y se probaron en infecciones de cultivos celulares 
para averiguar si provocaban un aumento en los niveles de AMPc del cultivo, lo que sería indicio de 
translocación  de  la  fusión  y  activación  de  CyaA'  dependiente  de  calmodulina.  Los  candidatos 
positivos  se  analizaron mediante  stPCR y secuenciación  para  conocer  en  qué  efector  estaba  la 
fusión.
● Fusiones cromosómicas dirigidas:
Para la generación de fusiones cyaA' en el cromosoma de manera dirigida se siguió el método 
descrito en el capítulo 1 de esta tesis. Primero se amplificó un fragmento del plásmido pUTmini-
Tn5cyaA' que contiene la secuencia de ADN que codifica el dominio catalítico de CyaA' de  B. 
pertussis y un gen que confiere resistencia a Km. Se usaron los cebadores SseK1P1 y SseK1P2 
(Tabla M6) para la amplificación de esta secuencia con la Kapa HiFi Taq. Se migró el producto de 
PCR en un gel de agarosa al 0,8%  en TAE. Se visualizó la banda y se cortó para su purificación con 
un kit de purificación de bandas . El ADN purificado se resuspendió en 40 µl de agua destilada y 
una  parte  se  empleó  para  transformar  la  estirpe  de  S.  enterica 14028/pKD46  mediante 
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electroporación. Se sembró la transformación en medio selectivo con Km y se incubaron las placas 
de transformación a 37ºC hasta el día siguiente que se recogieron colonias para picar en nuevas 
placas  de  LB+Km y  para  realizar  PCR de  comprobación  con  los  oligos  sseK1E1,  sseK1E2 y 
sseK1E1, cyaArev. Una vez confirmada la transformación se hicieron lisados para transducir la 
fusión por transducción con el fago P22. Las estirpes reconstruidas con el fago P22 se sometieron al 
ensayo de sensibilidad de H5 para comprobar que no había lisogenia.
Secuenciación
Los  ADN  plasmídicos  y  cromosómicos  amplificados  por  PCR  se  secuenciaron  en  el 
secuenciador automático de ADN de Stab Vida (Oeiras, Portugal).
Análisis y comparación de secuencias
El análisis  informático de secuencias de nucleótidos se realizó empleando algoritmos de 
biología  molecular  del  National  Center  for  Biotechnology  Information (NCBI)  en 
www.ncbi.nlm.nih.gov  y  del  European  Bioinformatics  Institute (EBI)  en  www.ebi.ac.uk.  Para 
identificar el sitio de inicio de la transcripción de SseK1, se usó la información proporcionada en el 
sitio web  http://bioinf.gen.tcd.ie/jbrowse/SL1344/ (Kröger  et al.,  2012), donde están descritos la 
mayoría de los +1 de Salmonella en la estirpe SL1344.
MANIPULACIÓN DEL ARN
Extracción de ARN con TRIzol®
Este  método  es  una  modificación  del  protocolo  de  extracción  con  TRIzol®  Reagent 
suministrado por Invitrogen Life Technology.
● Extracción de ARN eucariota
Para la obtención del ARN total de células HeLa se realizaron tres extracciones independientes 
para cada línea celular. Partiendo de cultivos confluentes en pocillos de placas de 6 pocillos, se 
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retiró el medio y se añadió directamente, sin lavar para evitar pasos de posible degradación de ARN, 
1 ml de TRIzol® y se pipeteó bien la muestra en el mismo pocillo para conseguir la lisis celular. El 
homogeneizado se congeló a -80°C (puede permanecer así durante, al menos, un mes), tras lo cual 
se  descongeló,  se  incubó  5  min  a  temperatura  ambiente  y  se  continuó  con  el  protocolo  de 
extracción.  Se centrifugó en frío a 13000 rpm durante 10 min,  se recogieron los sobrenadantes 
volcándolos  en  tubos  limpios  (para  eliminar  el  ADN  genómico)  y  se  añadieron  200  μl  de 
cloroformo. Se mezcló en el agitador de vórtice durante 15 s y se centrifugó en frío a 13000 rpm 
durante 15 min.  Se recogieron los  sobrenadantes,  con cuidado de no recoger  la  interfase,  y  se 
pasaron a tubos limpios, a los cuales se les añadió el mismo volumen (unos 500 μl) de isopropanol. 
Se mezcló bien, invirtiendo los tubos 2-3 veces y se incubó a temperatura ambiente durante 10 min. 
Se centrifugó a 13000 rpm en frío durante 10 min, se decantaron los sobrenadantes y se lavaron los 
precipitados con etanol frío al 70%. Se centrifugó en frío a 13000 rpm durante 5 min. Se eliminaron 
los sobrenadantes y se dejaron secar los precipitados. Dichos precipitados se guardaron a -20°C 
hasta el momento de su uso, cuando se resuspendieron en 30 μl de H2O libre de ARNasas (H2Odd 
autoclavada es suficiente). En los casos en los que quedó una suspensión gelatinosa, se incubó a 
65°C durante unos minutos hasta obtener una mezcla fácilmente pipeteable y homogénea.
Fenolización del ARN
En los casos en los que las muestras de ARN no estaban lo suficientemente limpias como para 
no generar errores en los ensayos siguientes se procedió a la fenolización de las mismas. El ARN 
disuelto en H2Odd obtenido en la extracción se llevó, añadiendo más H2Odd, hasta un volumen final 
de  150  μl.  Se  añadió  el  mismo volumen  de  fenol  y  se  mezcló  en  un  agitador  de  vórtice.  Se 
centrifugó en frío durante 5 min a 13000 rpm y se recogió la fase superior, la cual se pasó a un tubo 
limpio. Se añadió el mismo volumen de cloroformo:isoamílico (24:1), se mezcló en el agitador de 
vórtice y se centrifugó de nuevo en frío a 13000 rpm durante 5 min. La fase superior se pasó a un 
tubo nuevo y se añadieron 2,5 volúmenes de etanol absoluto y 1:10 volúmenes de acetato sódico 3 
M a pH 5,2. Se dejó precipitando a -20°C durante 30 min o más, se centrifugó en frío a 13000 rpm 
durante 30 min y se lavó con etanol al 70%. A partir de aquí, se siguieron los mismos pasos que en 
el protocolo de extracción de ARN.
Limpieza del ARN mediante kit comercial
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Por recomendación del servicio que realizó el análisis por  microarray, tras la extracción del 
ARN se añadió un paso de  limpieza  mediante el  kit  comercial  RNeasy MinElute  Cleanup Kit, 
suministrado por Qiagen, tal y como indican las instrucciones del fabricante.
qRT-PCR
2-4 μg de ARN total procedente de células HeLa se usó como molde por cada 20 μl de mezcla 
de reacción de transcripción inversa con retrotranscriptasa Quantiscript (Qiagen) y un cebador de 
ADN apropiado, usando el tampón y el protocolo suplementados por el fabricante. Se incluyeron 
controles negativos sin enzima para cada muestra o pareja de oligonucleótidos usados. Se utilizaron 
4 μl de cada retrotranscripción como molde para la PCR con los oligonucleótidos indicados en la 
Tabla  M.5 [los  oligonucleótidos  se  diseñaron  con  el  software  Universal  ProbeLibrary  Assay  
Design Center (Roche)]. La qRT-PCR se llevó a cabo en un LightCycler 480 II (Roche) con SYBR 
Premix Ex Taq (Takara) en un volumen total de 10  μl sobre una placa de reacción óptica de 384 
pocillos (Applied Biosystems®), usando el protocolo para el LightCycler. Las condiciones fueron: 
(i) 95°C, 10 s; (ii) 40 ciclos a 95°C, 5 s y 60°C, 20 s, (iii) 95°C, 1 s, 65°C, 0 s y 95°C, 1 s. El  
análisis de las curvas de fusión verificó que cada mezcla de reacción contenía un único producto de 
PCR. Los niveles de expresión génica de los genes eucariotas regulados por SseK1 en las qRT-PCR 
realizadas sobre las células HeLa se normalizaron a los transcritos de VIPR2, gen que apareció 
como uno de los genes no afectados por la presencia de SseK1 en el análisis de microarray.
● Cuantificación de los resultados
En este trabajo se realizó una cuantificación relativa del ARNm correspondiente a los genes de 
estudio mediante el método denominado "2-ΔΔCt". Este método consiste en la comparación de los 
valores Ct (ciclo en el cual la emisión de fluorescencia por parte del marcador fluorescente se eleva 
por encima del ruido de fondo) del gen de estudio y del gen de referencia, o housekeeping, en cada 
muestra (valor  ΔCt26). Posteriormente se comparan los valores  ΔCts de la muestra experimental 
respecto a la muestra control (ΔΔCt27). Finalmente, el valor 2-ΔΔCt expresa las veces de cambio en la 
expresión del gen de estudio en la muestra experimental con respecto a la muestra control.
26 ΔCt: Ct gen de estudio - Ct gen de referencia.
27 ΔΔCt: ΔCt muestra - ΔCt control
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Análisis de la expresión génica por microarray
El estudio de perfiles de expresión génica en HeLa pBABE-puro-SseK1-3xFLAG se realizó en 
la  Unidad  de  Genómica  del  Centro  Andaluz  de  Biología  Molecular  y  Medicina  Regenerativa 
(CABIMER). Se utilizaron los  microarrays GeneChip® Human Gene 1.0 ST Array (Affymetrix), 
que contienen 26 sondas diseñadas a lo largo de cada gen y representan un total de 28869 genes 
humanos. Esto permite realizar estudios de expresión diferencial muy completos, ya que incluye el 
análisis  de  transcritos  estándar  (poliadenilados  en  el  extremo  3'),  transcritos  con  región  3'  no 
definida,  ARNm  con  sitios  de  poliadenilación  alternativos  o  no  poliadenilados,  transcritos 
truncados,  ARN degradados,  transcritos de deleciones genómicas,  procesamientos alternativos y 
transcritos con extremos 5' alternativos.
Para llevar a cabo este análisis se extrajo ARN de tres cultivos independientes de cada una de 
las  líneas  de  interés  derivadas  de  células  HeLa.  La  cuantificación  y  la  determinación  de  la 
integridad del ARN aislado se analizó mediante el  Bionalyzer 2100 (Agilent). Tras el control de 
calidad de las muestras de ARN total, se sintetizó, amplificó, purificó y marcó con biotina el ADNc 
correspondiente. Posteriormente, se realizó la hibridación de los arrays, revelado, lavado y lectura 
de la señal con el  Scanner 3000 7G (Affymetrix). El control de calidad del proceso de síntesis y 
marcaje del ADNc, así como el de la hibridación, reveló que el protocolo experimental transcurrió 
de forma óptima.
Tras este  protocolo se procedió al  análisis  bioestadístico,  que consta principalmente de dos 
pasos: normalización por RMA (robust microarray average) y análisis de la varianza de los datos 
obtenidos, con el fin de determinar si las diferencias entre los dos grupos eran o no significativas.
● Análisis de ontología génica
El análisis de ontología génica (GO, Gene Ontology) se basa en la descripción de los atributos 
funcionales de un producto génico según tres categorías: función molecular, proceso biológico y 
componente celular (The GO Consortium, 2006). Los datos para los genes de interés se obtuvieron 
de la base de datos Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) y de  las herramientas de AmiGO 2 
(http://amigo.geneontology.org/amigo/)  (Carbon  et  al.,  2009).  Por  su  parte,  el  programa 
GeneMANIA (Mostafavi et al., 2008; Zuberi et al., 2013) permitió identificar las conexiones entre 
los genes con expresión diferencial. 
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ANÁLISIS DE PROTEÍNAS
Preparación de extractos proteicos 
● Extractos bacterianos para análisis en gel de poliacrilamida
Tras el  cultivo bacteriano en las condiciones necesarias para cada experimento,  se tomó el 
volumen deseado y se centrifugó a 13000 rpm durante 5-10 min. Se retiró el sobrenadante y el 
sedimento se resuspendió en un volumen determinado de tampón de Laemmli28, se hirvió a 95°C 
durante 5 min, se centrifugó a 13000 rpm varios segundos y el sobrenadante se cargó en el gel de 
electroforesis.
● Extractos de células eucariotas para análisis en gel de poliacrilamida
Se recogieron las células por tripsinización y se contaron, usando una cámara de Neubauer. Se 
centrifugaron durante 10 min a 1000 rpm y se lavaron dos veces con PBS. El sedimento de células 
se incubó en hielo con tampón de lisis NP4029 o tampón de lisis Tritón X-10030, junto con PMSF31 1 
mM y un cóctel de inhibidores de proteasas 1:100 (Sigma-Aldrich), durante 20 min. Tras la lisis, el 
extracto se centrifugó durante 15 min a 13000 rpm y el sobrenadante se recogió en un tubo nuevo, 
donde se añadió el volumen correspondiente de tampón de Laemmli. Se hirvió y se cargó en el gel 
de electroforesis. En el caso de extractos para análisis proteómico en geles bidimensionales, no se 
hirvieron las muestras en tampón de Laemmli.
28 Tampón de Laemmli para la muestra (SB 4x): azul de bromofenol 0.000125%, Tris-HCl pH 6.8 200 mM, β -mercaptoetanol 
20%, glicerol 40% y SDS 8%.
29 Tampón de lisis NP40: Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, glicerol 10%, NP40 1%.
30 Tampón de lisis Tritón X-100: Tris-HCl 25 mM pH7.5, NaCl 100 mM, glicerol 10%, Tritón X-100 0.1-1%.
31 PMSF (fenilmetilsulfonil fluoruro): 0.1 M en etanol absoluto.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida
Las  proteínas  se  separaron  por  su  peso  molecular  mediante  un  sistema  discontinuo 
comúnmente conocido por SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 
y descrito originalmente en (Laemmli, 1970). En un sistema vertical Mini Protean® III (Bio-Rad) 
se empaquetaron primero las muestras en un gel de empaquetamiento32 de 1 cm de longitud, para 
separarse a continuación en un gel de separación33 de unos 5 cm de longitud. Se usaron geles de 
separación al 10 o 12 % de acrilamida (o geles de gradiente 4-15%, Mini-PROTEAN TGX Precast  
Gels, Bio-Rad),  según  el  tamaño  de  las  proteínas  que  se  querían  separar,  con  un  gel  de 
empaquetamiento al 4%. La electroforesis se realizó en tampón de migración34, aplicando un campo 
eléctrico de 175 V durante 45-60 min.
● Marcadores de peso molecular
Como patrón de peso molecular se utilizaron dos tipos de marcadores comerciales: SDS-PAGE 
Molecular  Weight  Standards  Low  Range o  Prestained  SDS-PAGE  Standards  Broad  Range, 
Laboratorios Bio-Rad.
Tinción de geles con azul de Coomassie
Para teñir un gel proveniente de SDS-PAGE, se utilizó el colorante Coomassie Brilliant Blue R-
250 (Sigma-Aldrich).  Para  ello,  se  bañó  el  gel  en  solución  de  tinción35 durante  30  min.  A 
continuación,  se  retiró  dicha  solución,  se  lavó con H2Od y se añadió  solución de  destinción36, 
manteniéndose  sumergido  el  gel  en  ella  hasta  la  correcta  visualización  de  las  bandas 
correspondientes a las proteínas.
Inmunodetección de proteínas mediante western blot
● Transferencia a la membrana de nitrocelulosa
32 Gel de empaquetamiento: Tris-HCl 125 mM pH 6,8, SDS 0,1 % (p/v), acrilamida:bisacrilamida 4% (Solu Gel 29:1 Ultra Pura, 
Pronadisa), TEMED 0,1% (v/v), persulfato amónico 0,1 % (p/v).
33 Gel de separación: Tris-HCl 375 mM pH 8,8, SDS 0,1 % (p/v), acrilamida:bisacrilamida 10-12%, TEMED 0,04% (v/v), 
persulfato amónico 0,1% (p/v).
34 Tampón de migración: Tris 3,03 g/l, glicina 14,41 g/l, SDS 1 g/l.
35 Solución de tinción: Coomassie Brilliant Blue R-250  0,25% (p/v), ácido acético 10 % (v/v) y etanol 10% (v/v).
36 Solución de destinción: ácido acético 10 % (v/v) y etanol 40% (v/v).
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Las proteínas, sometidas a SDS-PAGE, se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa (Amersham 
Hybond-ECL,  GE  Healthcare)  usando  un  sistema  de  transferencia  semiseca  (Trans-Blot  Turbo 
Transfer System, Bio-Rad). El gel se equilibró durante 10 min en tampón de transferencia, se puso 
en contacto con la membrana de nitrocelulosa y el conjunto se rodeó con papel Whatman 3MM, 
impregnado todo en tampón de transferencia37 1x. Se introdujo en el aparato de transferencia y se 
siguieron las instrucciones del fabricante.
● Tinción con Ponceau
Después de la transferencia, la membrana se lavó 2 veces con H2Od y se tiñó con una solución 
de rojo Ponceau38 durante 5 min. Se lavó de nuevo con agua hasta la aparición de bandas. Esto nos 
permitía tener un control de carga en todos los carriles o detectar la presencia o ausencia de proteína 
en el extracto.
● Bloqueo de la membrana de nitrocelulosa
Previamente a la incubación con los anticuerpos, la membrana de nitrocelulosa se saturó con 
tampón de bloqueo39 durante, al menos, 30 min a temperatura ambiente en agitación suave, o toda la 
noche a 4°C.
● Incubación con el anticuerpo primario
Tras el bloqueo se añadió el anticuerpo primario, diluido adecuadamente en tampón de bloqueo, 
y se incubó 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios usados en 
este estudio se presentan en la Tabla M.6.
● Incubación con el anticuerpo secundario
Tras la incubación con el anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con 
tampón  TBS-Tween  y,  posteriormente,  se  incubó  con el  anticuerpo  secundario  correspondiente 
(Tabla M.6) diluido en TBS-Tween durante 1 h en agitación suave a temperatura ambiente. Los 
anticuerpos secundarios están conjugados a la enzima peroxidasa (HRP). Tras este paso, se lavó 
nuevamente con TBS-Tween (6 lavados de 5 min cada lavado). 
37 Tampón de transferencia 10x: Trizma base 58,2 g/l y glicina 29,3 g/l. El tampón de transferencia 1x lleva, además, 20% de 
metanol y 0,04 % de SDS.
38 Solución de rojo Ponceau S: 0,5 % (p/v) del colorante en 5 % de ácido acético.
39 Tampón de bloqueo: leche desnatada en polvo (Difco) 5% (p/v) y azida sódica 0,02% en TBSTween 1x.
TBS-Tween 10x: Trizma base 24,2 g/l, NaCl 80 g, Tween-20 10 ml. Ajustar a pH 7,6.
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Tabla M.6: Anticuerpos empleados para la detección de proteínas. WB: western blot; IP: inmunoprecipitación; HRP: horseradish 
peroxidase.
Anticuerpo Tipo Origen Casa comercial Uso/ dilución
Anti-Flag M2 Primario, monoclonal ratón Sigma WB 1:5000
Anti-GroEL Primario, policlonal conejo Sigma WB 1:10000
Anti-DnaK (8E2/2) Primario, monoclonal ratón Assay Designs WB 1:5000-1:10000
Anti-CyaA (3D1) Primario, monoclonal ratón Santa Cruz 
Biotechnology
WB 1:1000
● Detección de la señal
Finalmente,  se  realizó  la  reacción  de  detección  usando  el  SuperSignal®  West  Pico 
Chemiluminiscent Substrate (Pierce Biotechnology, Inc.), un sustrato muy sensible para la reacción 
llevada a cabo por la HRP. Las imágenes se adquirieron usando un sistema Fujifilm LAS3000 mini 
o mediante películas de rayos X (CL-Xposure™ Film, Thermo Scientific), y la cuantificación se 
realizó con el software ImageJ.
Fosforilación de la His6-PhoP
Para el ensayo de unión de la proteína al promotor de SseK1 (y a los promotores control), la 
His6-PhoP se fosforiló con acetilfosfato como se describió previamente  (Tang  et al.,  2012), con 
modificaciones. La proteína se incubó en tampón de fosforilación40 durante 1 h a 37°C, tras lo cual 
se mantuvo en frío hasta el momento de su uso (unos minutos).
Estudio de la interacción ADN-proteína mediante ensayo de 
cambio en la movilidad electroforética
Los fragmentos de ADN usados para el ensayo de unión de PhoP se amplificaron por PCR 
usando Salmonella 14028 como molde o, en su caso, los plásmidos correspondientes derivados de 
pIC552. Los cebadores directo o reverso  (Tabla M.5) se marcaron con el fluorocromo FAM (6-
carboxifluoresceína) en el extremo 5'. La amplificación por PCR generó fragmentos de 281, 355 y 
540 (o 300 pb)  para  los  promotores  de  phoN,  slyB y  SseK1,  respectivamente.  Los  fragmentos 
generados para las mutaciones puntuales del promotor de SseK1 tenían el mismo tamaño. El ensayo 
de unión se llevó a cabo como se describió previamente (Tang et al., 2012), con modificaciones. Se 
preparó una solución de ADN marcado con FAM y 0, 0,125, 0,25, 0,5, 1 y 2  μM de His6-PhoP 
40 Tampón de fosforilación: 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM KCl, 10 mM MgCl2  y 10 mM acetilfosfato (Sigma-Aldrich).
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fosforilada (His6-PhoP-P) en tampón de unión41, en un volumen final de 20 μl. Se incubó durante 30 
min a temperatura ambiente. Los complejos de ADN-proteína se sometieron a electroforesis, en 
condiciones no desnaturalizantes y en frío,  en geles al 6% de acrilamida/bisacrilamida (29:1) en 
tampón 0,5X Tris-borato-EDTA42.  Las imágenes se adquirieron usando un sistema Fujifilm FLA-
5100, y la cuantificación se realizó con el software ImageJ.
ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA
Ensayos de actividad β-galactosidasa
● Ensayo de actividad  β-galactosidasa en bacterias
Los análisis  de actividad  β-galactosidasa se hicieron mediante el  método de Miller  (Miller, 
1972) modificado por Maloy (Maloy, 1990), usando CHCl3-SDS para permeabilizar las células. Las 
estirpes a ensayar se cultivaron en las condiciones en las que se quería medir la expresión génica.  
Tras el crecimiento, se mezclaron 555 μl de tampón Z43 con 200 μl de células, 30 μl de cloroformo y 
15 μl de SDS al 0.1%. Esto se mezcló en el agitador de vórtice y se incubó durante 5 min a 30°C. 
Se  añadieron  200  μl  de  una  solución  de  orto-nitrofenil-β-D-galactopiranósido  (ONPG)  a 
concentración de 4 mg/ml, se mezcló con el agitador de vórtice y se incubó a 30°C hasta que la  
mezcla de reacción se volvió amarilla. Se añadieron entonces 500 μl de una solución de Na2CO3 1 
M para detener la reacción. Los tubos se centrifugaron durante 15 min a 13000 rpm y se midió la 
absorbancia a 420 y 550 nm. La actividad β-galactosidasa se calculó aplicando la siguiente fórmula:
Actividad (UM )= D . O .420 nm−1,7×D . O .550nmV×D .O .600nm×Δ t
siendo UM las unidades Miller, V el volumen de cultivo en la reacción (ml), DO600 la absorbancia 
del cultivo a longitud de onda de 600 nm, y t el tiempo de reacción (min).
● Ensayo de actividad  β-galactosidasa en levaduras
41 Tampón de unión: 50 mM Tris-HCl pH 8 y 50 mM KCl.
42 TBE 5X: 1,1 M de Tris base, 900 mM de ácido Bórico, 25 mM EDTA, pH 8,3.
TBE 0,5X: 4500 ml de H2O, 500 ml TBE 5X.
43 Tampón Z: 16,1 g de Na2HPO4·  7 H2O, 5,5 g de NaH2PO4·  H2O, 0,75 g de KCl, 0,246 g de MgSO4·  7 H2O, y H2Od hasta 
completar 1 L. Momentos antes de usar el tampón se añaden 2,7 ml de β-mercaptoetanol por litro.
110
Materiales y Métodos
El ensayo de actividad β-galactosidasa en levaduras se utilizó para confirmar los candidatos del 
escrutinio  del  doble  híbrido.  Se  siguió  un  método  descrito  previamente  (Breeden  & Nasmyth, 
1985). Se hicieron parches de las levaduras en medio selectivo DO-Leu-Trp . Se incubaron los 
parches hasta el día siguiente a 30ºC y se realizaron réplicas con terciopelo en un filtro Whatman 40 
sobre medio selectivo DO-Leu-Trp. Tras 24 h a 30ºC, se permeabilizaron las levaduras al sumergir 
el  filtro en nitrógeno líquido durante 15-30 s y, una vez descongelado, se depositó sobre papel 
Whatman 3 bañado en 3 3 ml de tampón Z suplementado con 8,1 µl de β-mercaptoetanol y 15 µl de 
X-gal 4% . Se incubó la reacción entre 2 y 16 h hasta observar coloración en los parches positivos. 
Como control positivo de esta actividad se usó una interacción ya conocida Ras-Raf (Van Aelst et  
al., 1993; Vojtek et al., 1993) con los plásmidos pLEX10-RasV12 (Vojtek et al., 1993) y pGAD1318-
Raf (Van Aelst et al., 1993). 
Ensayos de actividad luciferasa
Se cultivaron las bacterias bajo condiciones de expresión de SPI1 y SPI2 y se transfirieron 150 
µl  a  placas  de 96 pocillos  de  color  blanco con el  fondo transparente  (Corning),  la  DO600  y la 
bioluminiscencia se midió usando un lector de microplacas Synergy HT (BioTeK). Las condiciones 
utilizadas para tal medida fueron: Tipo de lectura, punto final; tiempo de integración, 1 s; emisión, 
agujero; posición, la parte superior; sensibilidad, 150. 
Para  medir  la  bioluminiscencia  de  bacterias  intracelulares  se  cultivaron  3  x  104 células 
RAW264.7 por pocillo en placas blancas de 96 pocillos con el fondo transparente, y se infectaron 
24  h  más  tarde  con  bacterias  no  invasivas  (ver  Infección  de  macrófagos  RAW264.7).  La 
bioluminiscencia  se  midió  a  2,  4  y  8  h  p.i.y  el  número  de  ufc/pocillo  se  calculó  sembrando 
diluciones  seriadas  de  los  pocillos,  después  de  la  incubación con 1% de tritón  X-100 en  PBS 
durante 10 min a 37ºC,  en LB agar con Ap. Se contaron las colonias tras 24 h de incubación a  
37ºC.  
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TÉCNICAS DE BIOLOGÍA CELULAR
Ensayos de infección simple
● Infección de células HeLa y NRK-49F
Las células epiteliales HeLa y los fibroblastos NRK-49F se sembraron en placas de 24 pocillos 
a una concentración de 1,5x105 células/pocillo y se incubaron durante 24 h a 37°C con 5% CO2 en 
medio DMEM sin antibióticos. Las bacterias se cultivaron en condiciones invasivas (LB 0,3 M 
NaCl  en  tubo sellado  sin  agitación  durante  toda  la  noche)  y  se  añadieron a  una  MOI de  100 
bacterias por cada célula.  Las bacterias se centrifugaron sobre la monocapa de células a 200 g 
durante 5 min y, posteriormente, se incubó a 37°C con 5% CO2. Tras 15 min, 50 min y 2 h de 
infección se recogieron algunas muestras para medir translocación. Para infecciones más largas, 1 h 
p.i. se lavó el cultivo celular dos veces con PBS, se cubrió con medio DMEM con 100 μg/ml de 
gentamicina (Gm) (Gm100) y se incubó durante 1 h adicional (con este paso se eliminan las bacterias 
que no hayan entrado en las células hospedadoras). Después, el cultivo se lavó de nuevo y se le 
añadió DMEM con 16 μg/ml de Gm (Gm16), tras lo que se incubó durante varias horas más. 
● Infección de macrófagos RAW264.7
Para realizar infecciones de macrófagos en condiciones no invasivas, las células RAW264.7 
se prepararon como se describe en el apartado anterior, y las bacterias se cultivaron en LB a 37°C 
durante 24 h en agitación [en estas  condiciones  las bacterias son mínimamente invasivas  y no 
citotóxicas  (Lundberg  et  al.,  1999)]  y  se  añadieron  a  una  MOI  de  100.  Las  bacterias  se 
centrifugaron sobre la monocapa de células a 200 g durante 5 min y, posteriormente, se incubó a 
37°C con 5% CO2. Tras 1 h de infección, el cultivo celular se lavó dos veces con PBS, se cubrió con 
medio DMEM con Gm100 y se incubó durante 1 h adicional. Después, el cultivo se lavó de nuevo y 
se le añadió DMEM con Gm16, tras lo que se incubó durante varias horas más. Las muestras se 
recogieron para medir translocación 4, 6, 12 y 24 h p.i. 
Para infectar RAW264.7 en condiciones invasivas, las bacterias se cultivaron en LB 0,3 M 
NaCl a 37°C sin agitación durante toda la noche y se inocularon sobre el cultivo celular a una MOI 
de 100. Se recogieron las muestras a 1 y 2 h tras la infección.
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Ensayos de infección mixta
Para la comparación de la capacidad de invasión y proliferación intracelular y virulencia (ver 
ENSAYOS  DE  INFECCIÓN  EN  RATONES)  entre  dos  estirpes  de  S.  enterica  serovar 
Typhimurium, se llevaron a cabo ensayos de infección mixta y medida del índice de competitividad 
(IC), como se describe en (Segura et al., 2004). Básicamente consiste en llevar a cabo la infección 
del mismo cultivo celular o del mismo ratón con una mezcla de estirpes bacterianas, una silvestre y 
una mutante, con el fin de reducir la variabilidad obtenida en este tipo de experimentos.
En los experimentos de invasión, proliferación e infección en ratones utilizamos como estirpe 
silvestre la estirpe que lleva una inserción en un gen no relacionado con virulencia (SV4608, 14028 
trg::MudJ (KmR)). Como estirpe mutante, la SV7070, que es un mutante nulo de sseK1 en la estirpe 
de  Salmonella 14028. Esta estirpe nos proporcionaba un mutante de deleción  sseK1 y la SV4608 
una herramienta para distinguir  entre las dos estirpes, ya que,  añadiendo X-Gal a las placas es 
posible distinguir colonias bacterianas mutantes de color blanco y colonias silvestres de color azul. 
● Ensayos de invasión
Para los ensayos de invasión, las células epiteliales HeLa y Caco2, los fibroblastos NRK-49F, 
Cos7 y NIH3T3, y los macrófagos RAW264.7 y J774.1 se sembraron el día anterior a la infección 
en placas de 24 pocillos y se cultivaron a 37°C con 5% de CO2. Las bacterias se cultivaron en 
condiciones invasivas. Una mezcla 1:1 de las dos estirpes bacterianas se preparó en DMEM. El 
número de unidades formadoras de colonias (ufc) de las dos estirpes en la entrada se calculó tras la 
siembra de diluciones en serie del inóculo, usando X-Gal o resistencias a antibióticos para distinguir 
entre estirpes. La mezcla de bacterias se añadió al cultivo a una MOI de 25 y se centrifugó la placa 
a 200 g 5 min. Treinta min tras la infección, las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron 
con DMEM fresco con Gm100 durante 90 min.  El número de bacterias viables intracelulares se 
obtuvo tras la lisis de las células infectadas con Tritón X-100 al 1% y la siembra en placas con X-
Gal. El índice de competitividad en invasión (ICI) se calculó aplicando la siguiente fórmula:
ICI= ufc del mutante
ufc del silvestre
(2 h)/ ufc del mutante
ufc del slvestre
(inóculo)
● Ensayos de proliferación y supervivencia intracelular
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Las líneas celulares  RAW264.7 y J774.1 se sembraron y cultivaron en las mismas condiciones 
que para los ensayos de invasión, si bien las bacterias se cultivaron en condiciones no invasivas 
para los ensayos con estas células, para el resto de lineas celulares se cultivaron las bacterias en 
condiciones invasivas. Se preparó en DMEM una mezcla 1:1 de las dos estirpes bacterianas y se 
añadió al cultivo celular a una MOI de 25, centrifugando posteriormente la placa a 200 g 5 min. 
Quince min tras la infección, las células se lavaron con PBS y se incubaron en DMEM fresco con 
Gm100. Sesenta min después, la concentración de Gm se redujo a 16 μg/ml, tras un lavado adicional 
con PBS. El número de bacterias intracelulares viables se obtuvo como se ha descrito para los 
ensayos  de  invasión,  1,25  h  y  24  h  tras  la  infección.  El  IC en  proliferación  (ICP)  se  calculó 
aplicando la siguiente fórmula:
ICP= ufc del mutanteufcdel silvestre (24 h) /
ufc del mutante
ufc del silvestre (1,25 h)
Análisis de la translocación de efectores a la célula eucariota
Tras la infección de las células eucariotas (ver apartados de Ensayos de infección simple), la 
translocación  de  las  fusiones  CyaA'  al  interior  de  las  células  eucariotas  se  analizó  mediante 
medición de los niveles de AMPc.
Para ello  se  lisaron las  células  infectadas  y se  determinó el  nivel  de AMPc en los  lisados 
utilizando un método colorimétrico, suministrado por Arbor Assays (DetectX® Direct Cyclic AMP 
Enzyme Immunoassay Kit), siguiendo las indicaciones del fabricante. Los datos se representaron 
como porcentaje del nivel máximo de AMPc medido en cada experimento.
ENSAYOS DE INFECCIÓN EN RATONES
Para  los  ensayos  de  virulencia  se  usaron  ratonas  BALB/c  de  7  semanas  (Charles  River 
Laboratories, Santa Perpetua de Mogoda, España) siguiendo el protocolo descrito anteriormente 
(Beuzón & Holden, 2001).
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Infección oral
Para la inoculación por vía oral, se utilizaron cultivos crecidos en condiciones invasivas. La 
inoculación se llevó a cabo suministrando 25 μl de una solución salina (NaCl 0,9%) con 0,1% de 
lactosa y 5x108 ufc/ml de cada estirpe. Las bacterias se recuperaron del bazo transcurridos 5-6 días.
Infección intraperitoneal
Para las infecciones por vía intraperitoneal, se diluyeron cultivos obtenidos en condiciones no 
invasivas 100 veces en medio fresco y se dejaron crecer hasta una DO600 de 0,3-0,6. A las ratonas se 
les suministraron 200 μl de una solución salina con 2.5x105 ufc/ml de cada estirpe. Las bacterias se 
recuperaron del bazo transcurridas 48 h.
En ambos tipos de infecciones se realizó el conteo de ufc en medio LB con y sin Km y se 
calculó el IC aplicando la siguiente fórmula:
IC= ufc del mutanteufcdel silvestre (bazo)/
ufcdel mutante
ufc delsilvestre (inóculo)
ANÁLISIS ESTADÍSTICOS
Se empleó el programa Libre office 5.0 Calc para el cálculo de las medias y desviaciones típicas 
de los ensayos realizados. Además, se utilizó el test de la t de Student para analizar diferencias en 
los  valores  de  algunos  de  los  resultados  obtenidos.  Valores  P menores  o  iguales  a  0.05  se 
consideraron estadísticamente significativos.
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Análisis de fusiones CyaA' aleatorias
En un trabajo previo realizado en el laboratorio se había puesto a punto la metodología para 
generar fusiones traduccionales aleatorias con el dominio catalítico de la adenilato ciclasa CyaA de 
Bordetella  pertussis en  el  genoma  de  Salmonella.  La  actividad  de  esta  adenilato  ciclasa  es 
dependiente de calmodulina. No hay calmodulina en las bacterias pero sí en el citosol de las célula 
eucarióticas hospedadoras. Por tanto, la translocación de una de estas fusiones desde  Salmonella 
hacia la célula hospedadora se puede detectar como un aumento en los niveles de AMPc en los 
cultivos  de  células  infectadas.  Así  se  podrían  encontrar  genes  candidatos  a  codificar  nuevos 
efectores de los T3SS o al menos generar una herramienta útil para el estudio de un efector ya 
conocido.
Se llevó a cabo la mutagénesis de S. enterica serovar Typhimurium estirpe 14028 ΔslrP::Cm 
ΔSPI1  ΔSPI2  con  mini-Tn5cyaA' para  obtener  fusiones  traduccionales.  Puesto  que  uno  de  los 
objetivos era detectar genes para nuevos efectores, se empleó una estirpe que llevaba delecionadas 
las dos islas principales de patogenicidad ya que en ellas se encuentra un número significativo de 
genes que codifican efectores ya conocidos. La sustitución del gen slrP por un gen de resistencia a 
cloranfenicol, además de evitar la obtención de fusiones con otro de los efectores conocidos (SlrP) 
permitía la contraselección de la estirpe de E. coli que se usaba como donante del mini-Tn5 en estos 
experimentos.
Los mutantes obtenidos se agruparon en colecciones de 100 mutantes diferentes, se lisaron con 
el bacteriófago P22, y las inserciones se transfirieron por transducción a la estirpe silvestre. Este 
paso era necesario ya que el mutante con las islas delecionadas no habría sido capaz de llevar a cabo 
las infecciones ni de translocar las fusiones en los experimentos posteriores. Las colecciones de 
fusiones en fondo silvestre se usaron para infectar células humanas epiteliales HeLa en condiciones 
de inducción de SPI1 (invasivas), y macrófagos de ratón RAW264.7 en condiciones no invasivas. 
Se analizaron 225 colecciones en cada una de las condiciones lo que representa un total de 22500 
mutantes. Tras las infecciones, 2 h en el caso de células HeLa y 8 h en los macrófagos, se determinó 
la concentración de AMPc en los cultivos celulares. Las bacterias que provenían de colecciones que 
causaron un aumento de al menos 10 veces en los niveles de AMPc respecto al ruido de fondo se 
subdividieron en colecciones de 10 mutantes y se probaron de nuevo y de aquí se pasó a bacterias 
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individuales. En total se obtuvieron 6 clones positivos denominados S59A3.2, S4C10.6, S41B2.10, 
S37A8.5, S47A2.3 y T122A2.7. Se empleó un método de PCR semialeatoria (ver  Materiales y 
Métodos) para amplificar la región genómica adyacente a la inserción del  mini-Tn5cyaA' en cada 
uno  de  los  clones  positivos  y  se  secuenció  esa  región.  Los  genes  identificados  fueron  pipB2 
(Knodler  et al., 2003), sipA (dos veces)  (Kaniga et al., 1995),  sopE2 (Bakshi  et al., 2000) y steB 
(dos veces) (Geddes et al., 2005) como se puede observar en la Tabla R1.1. Los productos de estos 
genes  son efectores  de los  T3SS de  S.  enterica y,  si  bien  no se encontraron efectores  nuevos, 
confirman la utilidad de los análisis basados en fusiones CyaA' para detectar sustratos de los T3SS.
Tabla R1.1: Lista de genes de efectores de T3SS detectados en el escrutinio con mini-Tn5cyaA'
Gen Candidato Localización 
cromosómica
Tamaño de la proteína Aminoácidos en la 
fusión
pipB2 S59A3.2 Fuera de SPI1 y SPI2 350 1-336
sipA S4C10.6 SPI1 685 1-519
sipA S41B2.10 SPI1 685 1-557
sopE2 S37A8.5 Bacteriófago 240 1-75
steB S47A2.3 Fuera de SPI1 y SPI2 133 1-72
steB T122A2.7 Fuera de SPI1 y SPI2 133 1-72
Estos resultados se obtuvieron en las infecciones de células HeLa en condiciones invasivas 2 h 
tras la infección. En esas condiciones el T3SS1 está activo mientras que el T3SS2 aun no se ha 
expresado. La identificación de PipB2 en esas condiciones resultó sorprendente ya que este efector 
estaba descrito sólo como sustrato del T3SS2. Por ello se decidió explorar más profundamente este 
resultado.
PipB2 se transloca a la célula hospedadora a través del 
T3SS1
Para investigar si PipB2 puede translocarse a través del T3SS1, se probó la translocación de la 
fusión  cromosómica  PipB2-CyaA'  obtenida  en  el  escrutinio  del  apartado anterior  en  diferentes 
fondos genéticos: silvestre, ΔSPI1 (sin T3SS1) y  ΔSPI2 (sin T3SS2). Se cultivaron las bacterias en 
condiciones de inducción de SPI1 y se midieron los niveles de AMPc 2 h después de la infección.  
Como se puede observar en la  Figura R1.1,  PipB2 puede translocarse a la célula hospedadora 
desde la estirpe silvestre y desde la estirpe ΔSPI2, pero no desde la estirpe ΔSPI1, lo que sugiere 
que el T3SS1 es esencial para la translocación de PipB2 en esas condiciones, no siendo esencial el 
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T3SS2.  Estos  resultados  se  obtuvieron  en  tres  tipos  celulares  diferentes  provenientes  de  tres 
mamíferos  distintos:  células  epiteliales  humanas  HeLa,  macrófagos  de  ratón  RAW264.7  y 
fibroblastos de rata NRK.
Figura R1.1: Translocación de PipB2 dependiente del T3SS1 en células HeLa, RAW264.7 y NRK. Las células HeLa y NRK se 
infectaron con un MOI de 100:1 con bacterias que se cultivaron toda la noche en LB 0,3M de NaCl sin aireación. Las células  
RAW264.7 se infectaron con un MOI de 100:1 con bacterias que se cultivaron durante 24 horas en agitación en LB. Se usó  S.  
enterica serovar  Typhimurium 14028 (silvestre,  wt)  y  los  mutantes  carentes  de SPI1  o SPI2.  La estirpes  indicadas llevan una 
inserción del mini-Tn5cyaA' en pipB2 que generó una fusión traduccional (PipB2-CyaA'). La concentración de AMPc en los cultivos 
infectados se midió 2 h después de la infección como una indicación de la translocación de la fusión PipB2-CyaA. Se representan las  
medias y desviaciones típicas de experimentos duplicados.
Cinética  de  translocación  de  PipB2  en  células 
hospedadoras dependiente de T3SS1 y T3SS2
Los  resultados  del  apartado  anterior  indican  que  PipB2  puede  translocarse  a  las  células 
hospedadoras no sólo a través del T3SS2 como se había descrito previamente sino también por 
medio del T3SS1. Por ese motivo se decidió analizar la contribución  de ambos sistemas en la 
translocación de este efector estudiando la cinética de translocación de PipB2 en células HeLa y 
RAW264.7.
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Las células no fagocíticas HeLa se infectaron con bacterias que habían crecido en condiciones 
invasivas, que optimizan la expresión de la SPI1,  y los niveles de AMPc, que son indicativos de 
translocación,  se midieron en cinco momentos después de la infección. En la  Figura R1.2A se 
muestra como la translocación de PipB2 se observó desde 2 horas después de la infección hasta el 
final del experimento (16 h) y que esta translocación es dependiente del T3SS1 e independiente del 
T3SS2. Esto sugiere que, en células epiteliales, PipB2 puede translocarse a través del T3SS1, no 
sólo durante la invasión sino también desde dentro de la célula hospedadora. Esto es coherente con 
datos previos que muestran que el T3SS1 se expresa también dentro de las células epiteliales en 
etapas tardías de la infección (Hautefort et al., 2008).
Las células fagocíticas pueden ser infectadas con bacterias en condiciones tanto invasivas como 
no invasivas.  Sin embargo,  la infección en condiciones invasivas provoca la muerte rápida por 
piroptosis en macrófagos  (Fink & Cookson, 2007). Por ello, las células RAW264.7 se infectaron 
con bacterias en condiciones invasivas para los puntos de 30 minutos y 2 horas, y con bacterias en 
condiciones no invasivas para infecciones a tiempo largo, para evitar la muerte celular temprana. El 
resultado mostrado en la Figura R1.2B sugiere que PipB2 se secreta a través del T3SS1 durante la 
invasión de los macrófagos (30 min y 2 h después de la infección), y a través del T3SS2 cuando las  
bacterias están establecidas en su nicho intracelular (8 y 16 h después de la infección). La ausencia 
de translocación a 4 h después de la infección sugiere que las bacterias no invasivas usadas para 
esta infección no expresan ningún T3SS en este punto.
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Figura R1.2: Cinética de translocación de PipB2 al interior de células hospedadoras. Células epiteliales HeLa (A) o macrófagos 
RAW264.7  (B) se infectaron con S. enterica serovar Typhimurium silvestre (wt), ΔSPI1 o ΔSPI2, que expresaban la fusión PipB2-
CyaA' generada por inserción  de mini-Tn5cyaA' en  pipB2.  Para analizar la translocación, los niveles de AMPc se midieron 30 
minutos, 2, 4, 8 y 16 h después de la infección. Se representan las medias y desviaciones típicas provenientes de experimentos  
duplicados.
Síntesis de PipB2 bajo condiciones de inducción de 
SPI1 y SPI2
Datos previos indicaban que pipB2 se expresaba bajo condiciones de crecimiento que inducían 
la expresión de la SPI2 (Knodler et al., 2003), lo cual era coherente con la translocación de PipB2 a 
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través del T3SS2. Nuestros resultados muestran que esta proteína es también un sustrato del T3SS1 
lo que sugiere que  pipB2 podría también expresarse bajo condiciones de crecimiento que inducen 
la expresión de la SPI1. Para probar esta predicción aprovechamos la fusión cromosómica pipB2-
cyaA',  la cual se expresa desde el promotor endógeno de  pipB2.  Las bacterias con la fusión se 
cultivaron toda la noche en medio LPM (condiciones de crecimiento que inducen la expresión de la 
SPI2) y LB 0,3 M NaCl sin aireación (condiciones de crecimiento que inducen la expresión de la 
SPI1) y los niveles de proteína PipB2-CyaA' se midieron mediante inmunoblot con anticuerpos 
anti-CyaA'. Los niveles de PipB2 fueron similares en ambos medios (Figura R1.3). Este resultado 
confirma  que  Salmonella acumula  una  cantidad  significativa  de  PipB2  cuando  el  T3SS1  está 
montado.
Figura R1.3: Expresión de PipB2 en diferentes medios de cultivo.  Se usó un western blot con anticuerpos monoclonales anti-
CyaA' para observar la expresión de la fusión cromosómica PipB2-CyaA' generada por la inserción de mini-Tn5cyaA'. Las bacterias 
se cultivaron en condiciones de inducción de SPI2 (LPM) o en condiciones de inducción de SPI1 (LB). Se usaron anticuerpos anti-
GroEL como control de carga. Los marcadores de peso molecular, en kDa, se indican a la izquierda del panel.
Análisis de la secuencia señal necesaria para la 
translocación de PipB2 a través del T3SS1
El último paso del estudio de la translocación de PipB2 consistió en el análisis de la señal 
mínima necesaria para la secreción. Con este fin se generaron varias fusiones CyaA' que contenían 
diferentes fragmentos de PipB2, que se expresaron desde un promotor constitutivo en un plásmido. 
La expresión de cada fusión se confirmó por inmunoblot (Figura R1.4). 
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Figura R1.4: Expresión de las fusiones PipB2-CyaA' plasmídicas. Estirpes  derivadas de S. enterica serovar Typhimurium 14028 
portadoras de plásmidos que expresan la proteína completa (1-350) o diferentes fragmentos de PipB2 fusionados con CyaA' de B.  
pertussis (se indica el numero de aminoácidos de PipB2 presentes en la fusión) se cultivaron toda la noche en LB. La presencia de las  
fusiones CyaA' en lisados celulares (correspondientes a 108 células) se analizó mediante inmunoblot con anticuerpos anti-CyaA 
(panel superior).  Se usaron anticuerpos anti-GroEL como control de carga. Los marcadores de peso molecular, en kDa, se indican a  
la izquierda del panel.
La translocación de las fusiones en células HeLa (Figura R1.5A) y en macrófagos RAW264.7 
(Figura R1.5B) se analizó 16 horas tras la infección. Además de la proteína completa (1-350) y el 
fragmento de 1 a 225 aminoácidos, previamente descrito como suficiente para la translocación de 
PipB2  (Knodler  et al., 2003), los 10 primeros residuos del extremo N-terminal de PipB2 fueron 
capaces de dirigir la translocación de CyaA' en ambos tipos celulares. En concordancia con estos 
resultados el fragmento de PipB2 que incluye los aminoácidos 11-350 no fue capaz de translocar 
CyaA' al interior de las células hospedadoras. Finalmente, la translocación de los fragmentos N-
terminales  (aminoácidos  1-10 y 1-225)  se  examinó a las  16 horas  de  infección en tres  fondos 
genéticos diferentes:  silvestre,  ΔSPI1 y  ΔSPI2. Ambos fragmentos se translocaron a las  células 
HeLa de manera dependiente del T3SS1  (Figura R1.5C), y a las células RAW264.7 de manera 
dependiente del T3SS2  (Figura R1.5D). Estos resultados confirman que PipB2 es un sustrato de 
ambos T3SS y que la secuencia señal necesaria para la translocación a través de ambos sistemas son 
los 10 primeros aminoácidos del extremo N-terminal.
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Figura R1.5: Análisis de translocación de fragmentos de PipB2. Células HeLa (A) o RAW264.7 (B) se cultivaron en placas de 24 
pocillos y se infectaron con derivados de la estirpe silvestre de  S. enterica serovar Typhimurium que expresaban fragmentos de 
PipB2 (el número de aminoácidos está indicado) en fusión traduccional con el dominio catalítico de CyaA' de B. pertussis. Células 
HeLa  (C) o RAW264.7  (D) se infectaron con las estirpes silvestre (wt),  ΔSPI1 o  ΔSPI2 de  S. enterica serovar Typhimurium que 
expresaban PipB2(1-10)-CyaA'  o PipB2(1-225)-CyaA'.  La concentración de AMPc se midió 16 h después de la  infección.  Las 
medias y desviaciones típicas representadas corresponden a experimentos duplicados.
Generación de fusiones CyaA' dirigidas en el cromosoma de 
S. enterica
Como se ha visto en la primera parte de este capítulo, la generación de fusiones CyaA' es una 
herramienta útil para el estudio de la translocación de efectores de T3SS. Si se quiere usar esta  
herramienta para estudiar  un efector  concreto es preciso generar  fusiones dirigidas en lugar  de 
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aleatorias.  Para ello se utilizan habitualmente vectores plasmídicos adecuados (Cardenal-Muñoz & 
Ramos-Morales, 2011; Cordero-Alba et al., 2012; Valinsky et al., 2002). A pesar de su utilidad esos 
vectores  tienen  dos  inconvenientes:  están  en  varias  copias  y  la  expresión  de  la  fusión  está 
controlada por un promotor constitutivo.  Esto puede tener como consecuencia que el  efector se 
produzca y se transloque en condiciones no fisiológicas. Por ello nos propusimos, como segundo 
objetivo de este capítulo,  poner a punto un método para generar fusiones traduccionales CyaA' 
directamente en el cromosoma de Salmonella y aplicar este método al efector SseK1, que será el 
objeto de estudio en los restantes capítulos de la tesis.
El método empleado, que se esquematiza en la Figura R1.6, está basado en otro desarrollado 
previamente  por  Datsenko  y  Wanner  (Datsenko  &  Wanner,  2000) con  el  objetivo  inicial  de 
interrumpir genes en el cromosoma de  E. coli introduciendo un gen que confiere resistencia a un 
antibiótico. Este gen se amplifica por PCR y en los cebadores empleados se incluyen extensiones de 
40 bases que proporcionan las regiones de homología con el gen diana. Este procedimiento requiere 
la recombinasa Red del fago lambda que se sintetiza bajo el control de un promotor inducible en un 
plásmido de bajo número de copias fácilmente curable (pKD46).
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Figura R1.6: Representación esquemática del protocolo para generar fusiones CyaA' en el cromosoma bacteriano de manera 
dirigida.  Además del minitransposón, el plásmido contiene un gen bla que confiere resistencia a ampicilina (Apr), un gen tnp que 
codifica la transposasa de Tn5, el origen de replicación R6K (oriR6K) y la región RP4 oriT para la conjugación (mobRP4). P1 y P2 
son los cebadores para la amplificación de un fragmento de pUTmini-Tn5cyaA'. S1 y S2 son las regiones homólogas y específicas 
del cromosoma bacteriano necesarias para la inserción del fragmento amplificado en un sitio definido en el cromosoma.
Como molde para la amplificación del fragmento de cyaA que codifica el dominio catalítico de 
CyaA de  B.  pertussis junto  con  el  gen  de  resistencia  a  Km se  empleó  el  plásmido  pUTmini-
Tn5cyaA'.  Este es el plásmido usado para la obtención de fusiones aleatorias y tiene la ventaja de 
ser un plásmido suicida en la estirpe silvestre de Salmonella. Con objeto de introducir el fragmento 
de  cyaA justo  delante  del  codón  de  parada  de  sseK1 se  emplearon  como  cebadores  para  la 
amplificación  los  oligonucleótidos  SseK1P1  y  SseK1P2.  Tras  la  transformación  de  la  estirpe 
14028/pKD46 de  S. enterica serovar Typhimurium con el producto de PCR se esperaba obtener, 
mediante  recombinación,  una  fusión  entre  la  secuencia  codificante  completa  de  sseK1 y  el 
fragmento de  cyaA amplificado. Los recombinantes se seleccionaron en medio LB suplementado 
con Km y la fusión se reconstruyó mediante transducción en la estirpe silvestre 14028.
La verificación de que la fusión se había obtenido correctamente se realizó por dos vías: (i)  
PCR para confirmar la estructura y localización de la fusión; (ii)  western blot para verificar la 
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expresión de la proteína de fusión y su tamaño. (i) Se realizaron dos reacciones de PCR tanto sobre 
la estirpe con la fusión como sobre la estirpe silvestre como control. En la primera reacción se 
emplearon  dos  cebadores  externos,  SseK1E1  y  SseK1E2,  que  debían  amplificar  la  región 
codificante completa de sseK1 y debían dar lugar a un producto unas 3 kb mayor en la estirpe con la 
fusión que en la estirpe silvestre, debido a la inserción de cyaA' y el gen de resistencia a Km. En la 
segunda reacción se usó el oligonucleótido SseKE1 junto con el cebador CyaArev. En este caso se 
esperaba una amplificación de un fragmento de 1,2 kb si la fusión era correcta y no se esperaba 
amplificación en la estirpe silvestre. En ambos casos los resultados fueron los esperados  (Figura 
R1.7).
(ii) Para el western se prepararon lisados de cultivos bacterianos hirviendo directamente las 
bacterias en tampón de Laemmli 4x. Se utilizó un anticuerpo anti-CyaA y fue posible detectar una 
banda de unos 82 kDa que era el tamaño esperado para la suma de SseK1 (39 kDa) y el fragmento 
catalítico de CyaA (43 kDa) (Figura R1.8).
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Figura R1.7: Comprobación de la fusión sseK1::cyaA' en el cromosoma. (A) Se usaron los oligonucleótidos SseK1E1 y SseK1E2 
(panel izquierdo y central) observándose una banda de una 3 Kb mayor en la estirpe que porta la fusión que en la estirpe silvestre. (B) 
Se usaron  los oligonucleótidos SseK1E1 y CyaArev (panel derecho) observándose una banda de 1,2 Kb en  la estirpe que porta la 
fusión y nada en la estirpe silvestre. Se muestran los tamaños en pb de los marcadores de peso moleculares a la izquierda de cada  
panel.
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Figura R1.8: Expresión de las fusiones SseK1-CyaA'.  Se uso un western blot con anticuerpos monoclonales anti-CyaA' para 
observar la expresión de la fusión cromosómica SseK1-CyaA' generada por la inserción de mini-Tn5cyaA' de manera dirigida. Se 
muestra la fusión de la proteína SseK1 completa y una fusión que solo incluye la metionina inicial de SseK1 (panel izquierdo). Las  
bacterias se cultivaron en LPM toda la noche. También se muestra la expresión de la fusión plasmídica SseK1 en el plásmido pSIFc,  
bajo un promotor de expresión constitutiva (panel derecho). Los marcadores de peso molecular, en kDa, se indican a la izquierda del  
panel.
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Capítulo 2: Análisis de la regulación 
de la expresión y de la 
translocación a células 
hospedadoras del efector SseK1

Resultados. Capítulo 2
En los dos capítulos restantes de la tesis se aborda el estudio de SseK1, un efector de los T3SS 
de  Salmonella enterica serovar Typhimurium del que se tenían muy pocos datos al inicio de esta 
tesis.  En este  capítulo  se  estudia  la  contribución de SseK1 a  la  virulencia,  la  regulación  de la 
expresión del gen sseK1 y las condiciones para la translocación del efector, usando la herramienta 
generada para ello en el capítulo anterior.
Contribución de SseK1 a la virulencia en ratones
El  papel  de  SseK1 y  SseK2,  otro  efector  de  la  misma familia,  en  la  virulencia  se  evaluó 
previamente mediante la infección de ratones BALB/c con mutantes sseK1, sseK2 o sseK1 sseK2, 
pero no se encontró atenuación mediante un ensayo de tiempo medio de muerte  después de la 
infecciones intraperitoneales (Kujat Choy et al., 2004). Más recientemente, un método más sensible, 
el cálculo del índice de competitividad (IC) en infecciones mixtas, reveló una  atenuación del triple 
mutante sseK1 sseK2 sseK3 y del doble mutante sseK1 sseK2, pero no del mutante simple sseK3, 
después de una infección oral (Brown et al., 2011). Estos resultados previos nos llevaron a analizar 
la contribución específica de SseK1 en la virulencia de Salmonella. Se generó un mutante nulo de 
sseK1 y  se  calculó  su IC con respecto  a  la  estirpe  silvestre  (S.  enterica serovar  Typhimurium 
14028). Se observó una atenuación significativa (P < 0,05) del mutante tanto en infecciones orales 
como intraperitoneales de ratones BALB/c (Figura R2.1).
Figura R2.1: Análisis del índice de competitividad (IC) en ratones para un mutante nulo sseK1. Representación gráfica del IC 
de la estirpe que lleva una mutación nula en sseK1 después de infecciones intraperitoneales (ip) y orales en ratones. Las barras de 
error representan la SD. wt, es la estirpe silvestre. Los asteriscos denotan que los ICs eran significativamente diferentes de 1 para  
una P  < 0,05 en la prueba t de Student
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La contribución específica de SseK1 en la invasión y en la proliferación intracelular se evaluó 
calculando el  IC del  mutante  sseK1 contra  la  estirpe  trg::MudJ [silvestre  para la invasión y la 
proliferación  intracelular  (Segura  et  al.,  2004)]  en  varios  tipos  celulares  de  mamíferos:  HeLa 
(epiteliales humanas), NRK-49F (fibroblastos de rata), RAW264.7 (macrófagos de ratón), Cos-7 
(fibroblastos  de  mono),  3T3  (fibroblastos  de  ratón),  J774.A1  (macrófagos  de  ratón)  y  Caco2 
(epiteliales humanas). No se detectaron defectos significativos para el mutante  sseK1 (P > 0,05; 
Figura  R2.2).  En  conjunto,  los  resultados  mostrados  en  este  apartado  sugieren  que  SseK1 es 
necesario  para  la  virulencia  completa  de  Salmonella  en  ratones  pero  que  no  contribuye 
específicamente ni a la invasión ni a la proliferación intracelular, al menos en los tipos celulares y 
en las condiciones probadas.
Figura R2.2: Análisis del índice de competitividad (IC) en cultivos celulares para un mutante nulo sseK1. (A) Análisis de la 
invasión del mutante  sseK1 en infecciones mixtas con el mutante  trg::MudJ, que se usó como estirpe silvestre. (B)  Análisis de la 
proliferación intracelular  del mutante sseK1 en infecciones mixtas con el mutante trg::MudJ, que se usó como estirpe control. Los 
ICs representados son la media de tres infecciones. Las barras de error representan la SD. wt, es la estirpe silvestre.
Síntesis y translocación en células de mamíferos de 
SseK1 en condiciones de inducción de la SPI1 y la 
SPI2
Aunque la expresión y secreción al medio de cultivo de SseK1 se ha detectado en condiciones 
de inducción de la SPI1 y la SPI2,  este efector de  Salmonella se ha descrito como sustrato de 
translocación específico del T3SS2 en células epiteliales HeLa  (Kujat Choy et al.,  2004). Estos 
resultados previos se obtuvieron empleando fusiones SseK1-2HA y SseK1-CyaA' expresadas desde 
plásmidos. Para llevar a cabo un análisis más detallado de la expresión de sseK1, se construyó una 
fusión lacZ traduccional en el cromosoma de Salmonella en el locus nativo de sseK1. Esta fusión 
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permite la cuantificación de los niveles fisiológicos de expresión de dicho gen mediante la medida 
de actividad  β-galactosidasa. Como se puede observar en la  Figura R2.3A,  sseK1 se expresó en 
condiciones  de  inducción  de  la  SPI1  (LB,  0,3  M  NaCl  sin  aireación)  pero  su  expresión  fue 
significativamente mayor (P < 0,01) en condiciones de inducción de la SPI2 (LPM, pH 5,8 con alta 
aireación). Se probaron también variantes de dichas condiciones para detectar factores relevantes 
que pudieran influir en la expresión de sseK1. Se observó un pequeño pero significativo impacto (P 
< 0,01 o P < 0,05; Figura R2.3B) en la expresión de sseK1 al cambiar la osmolaridad del medio de 
inducción de la SPI1, y la máxima expresión se obtuvo con la concentración original de NaCl (0,3 
M). La aireación no resultó ser un factor relevante, pero sí se observó una represión significativa (P 
< 0,01) de la expresión de sseK1 al añadir al medio butirato, un producto de la fermentación  que se 
encuentra  en  el  intestino  y  que  se  sabe  que  baja  la  expresión  de  la  SPI1  (Figura  R2.3C). 
Curiosamente,  mientras que la baja concentración de Mg++   del medio de inducción de la SPI2 
(LPM) contribuyó positivamente a la expresión de  sseK1, el pH ácido tuvo un impacto negativo 
(Figura R2.3D), por lo que la expresión máxima se observó en medio LPM con baja concentración 
de Mg++ pero a pH 8,4 (P < 0,01). Una conclusión general de estos experimentos es que la expresión 
de  sseK1 no está restringida a las condiciones de inducción de la SPI1 o de la SPI2 sino que se  
observa coexpresión de este gen con ambas islas.
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Figura R2.3: Expresión de sseK1 en diferentes medios de cultivo.  La actividad β-galactosidasa se midió a partir de cultivos de 
toda la noche de una estirpe de  Salmonella enterica que llevaba una fusión traduccional  sseK1::lacZ en el cromosoma.  (A) Las 
bacterias se cultivaron toda la noche a 37ºC en LB 0,3 M de NaCl sin agitación (SPI1) o en LPM con agitación (SPI2). (B) Se usaron 
diferentes concentraciones de NaCl para probar el papel de la osmolaridad en la expresion de sseK1 en condiciones de induccion de 
SPI1. (C) Se probó el efecto del pH, la hipoxia y el butirato sobre la expresion de sseK1 en LB. (D) Se midió la actividad después del 
crecimiento en LPM con diferentes pH y concentraciones de Mg++, como se indica. Se representan las medias y las desviaciones 
típicas  de  tres  medidas  independientes  de  actividad  β-galactosidasa.  Se  señalan  con  asteriscos  las  diferencias  estadísticamente 
significativas en una prueba de t de Student: valores de  P: *P < 0,05; **P < 0,01. C indica la referencia para la comparación 
estadística.
Estos resultados de expresión son compatibles con la posible translocación de SseK1 a través 
tanto del T3SS1 como del T3SS2. Se realizó un análisis detallado de esta posibilidad usando dos 
tipos de fusiones SseK1-CyaA' diferentes: la primera se preparó en un plásmido y su expresión 
estaba bajo control de un promotor constitutivo; la segunda se generó en el cromosoma bajo el  
control del promotor nativo de sseK1 siguiendo el método puesto a punto en el Capítulo 1 de esta 
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tesis. En ambos casos la proteína SseK1 se fusionó al dominio catalítico de la adenilato ciclasa 
dependiente de calmodulina de B. pertussis . Se usaron estirpes de Salmonella (silvestre y mutantes 
carentes de los T3SSs) que expresaban la fusión  para infectar tres tipos de células de mamíferos: 
células epiteliales humanas HeLa, macrófagos de ratón RAW264.7 y fibroblastos de rata NRK-49F. 
Se analizó la translocación de la proteína de fusión a las células hospedadoras 1, 2, 4, 8 y 16 horas 
tras la infección midiendo la concentración de AMPc en los cultivos celulares (Figura R2.4). Todas 
las  infecciones  se  llevaron  a  cabo  usando  bacterias  invasivas  (cultivadas  en  condiciones  de 
inducción de la SPI1) excepto las infecciones largas (4-16 horas) de células RAW264.7 para evitar 
la inducción rápida de muerte por piroptosis de los macrófagos por las bacterias invasivas (Fink & 
Cookson, 2007). Curiosamente, se observaron patrones diferentes de translocación dependiendo del 
tipo  de  célula  hospedadora  y  del  tipo  de  fusión.  Las  conclusiones  principales  son:  (i)  La 
translocación de SseK1 a tiempos cortos (1 y 2 h después de la infección) sólo se observa cuando la  
fusión se expresa constitutivamente desde un plásmido (Figura R2.4A, C, E) y es dependiente del 
T3SS1 en los tres tipos celulares. (ii) Cuando sseK1 se expresa desde su propio promotor en el 
cromosoma (Figura R2.4B, D, F) la translocación de SseK1 se produce a partir de las 4 h después 
de la infección en células epiteliales y fibroblastos, y a partir de las 8 h después de la infección en 
macrófagos.  En  estas  condiciones,  la  translocación  en  células  HeLa  depende  del  T3SS1,  la 
translocación en RAW264.7 depende del  T3SS2,  y  la  translocación en NRK-49F se produce a 
través de ambos sistemas.
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Figura R2.4: Translocación de SseK1 en células de mamíferos. Se infectaron tres tipos celulares de mamíferos distintos, células 
epiteliales humanas HeLa, (A,B), macrofagos de ratón RAW264.7 (C,D) y fibroblastos de rata NRK-49F, con bacterias derivadas de 
S. enterica serovar Typhimurium 14028 (estirpes silvestre, wt, ΔSPI1, ΔSPI2 y  ΔSPI1 ΔSPI2) que portaban un plásmido que expresa 
la fusión SseK1-CyaA' desde un promotor constitutivo (A,C,E) o la fusión cromosómica SseK1-CyaA' expresada bajo el promotor 
nativo de sseK1 (B,D,F). Las bacterias se cultivaron en condiciones de inducción de la SPI1 para la mayoría de las infecciones. Se  
usaron bacterias  no invasivas específicamente para  las infecciones de células RAW264.7 durante 4,  8  y 16 h.  Para detectar la  
translocación se midieron los niveles de AMPc 1, 2, 4, 8 y 16 h después de las infecciones. Se representan las medias y desviaciones  
típicas de experimentos por triplicado.
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Regulación de sseK1 por el sistema de dos 
componentes PhoQ/PhoP de manera independiente 
de SsrB
Se  aprovechó  la  fusión  cromosómica  sseK1::lacZ para  buscar  factores  genéticos  que 
controlasen la expresión de  sseK1. Se probó el efecto de mutaciones en los genes que codifican 
reguladores importantes de la virulencia: HilA, HilD, SsrB, PhoP, RcsB y Dam. HilA e HilD son 
reguladores positivos de la SPI1 (Bajaj et al., 1995; Schechter & Lee, 2001). SsrB es el principal 
regulador positivo de la expresión de la SPI2 (Cirillo et al., 1998a). Ambas islas están reguladas por 
PhoP, que actúa como regulador positivo de la SPI2, a través de SsrB, y como regulador negativo de 
la SPI1, a través de HilA (Bajaj et al., 1996; Bijlsma & Groisman, 2005). RcsB reprime la SPI1 a 
través de HilD (Mouslim et al., 2004 ; Lin et al., 2008). Dam es una metilasa de adenina que activa 
la  expresión  de  la  SPI1 a  través  de HilD  (López-Garrido & Casadesús,  2010).  Además de las 
mutaciones  nulas  de  todos  estos  genes  también  se  usaron  las  mutaciones  puntuales  phoQ24 y 
rcsC54.  Estas  mutaciones  provocan  la  activación  constitutiva  del  sistema de  dos  componentes 
PhoQ/PhoP y del sistema de fosforilación RcsC/RcsD/RcsB, respectivamente. Se midió el nivel de 
expresión de sseK1::lacZ en cultivos líquidos de bacterias cultivadas en condiciones de inducción 
de la SPI1 (Figura R2.5A) o de la SPI2 (Figura R2.5B). Los resultados sugieren que PhoP es un 
regulador positivo de la expresión de sseK1 ya que se observó una disminución significativa en la 
expresión de sseK1 en el mutante nulo phoP bajo condiciones de inducción de SPI2 (P < 0,01). 
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Esta conclusión se confirmó con el efecto positivo en la expresión de sseK1 en condiciones de 
inducción de la SPI1 de la mutación activadora phoQ24 (P < 0,05). También se evaluó el efecto de 
la mutación phoP en los niveles de proteína SseK1 usando una fusión 3xFLAG en el cromosoma 
(Figura R2.6A). El efecto a este nivel fue más acusado, lo que sugiere algún tipo de regulación 
postraduccional  además  de  la  modulación  de  la  transcripción  que  se  espera  para  PhoP.  No  se 
detectaron efectos para las mutaciones que afectan a los otros reguladores que se analizaron en este 
experimento, incluyendo SsrB. La eliminación de SsrB no tuvo ningún impacto significativo sobre 
la expresión de sseK1 ni siquiera en un fondo genético phoQ24 (Figura R2.6B), lo cual indica que 
la  activación  de  la  expresión  de  sseK1 por  el  sistema  de  dos  componentes  PhoQ/PhoP  es 
independiente de SsrB.
140
Figura R2.5: Análisis de la regulación positiva de la expresion de  sseK1 por el sistema PhoQ/PhoP mediante actividad β-
galactosidasa.  Se midió la actividad β-galactosidasa a partir de cultivos , en condiciones de inducción de la SPI1 (A) y de la SPI2 
(B), de diferentes estirpes de S. enterica serovar Typhimuriun: 14028 (wt), mutantes nulos (hilA, hilD, ssrB, phoP, rcsB y  dam) y 
mutantes que activan constitutivamente el sistema PhoQ/PhoP y el sistema Rcs (phoQ24 y rcsC54, respectivamente) que portaban la 
fusión traduccional sseK1::lacZ.  Se investigó el papel de SsrB en la regulación por PhoP mediante el doble mutante phoQ24 ssrB. 
Se muestran las medias y la desviaciones típicas de tres medidas independientes de la actividad β-galactosidasa. Se señalan mediante 
asteriscos las diferencias estadísticamente significativas, entre la estirpes silvestre  y mutantes, para los siguientes valores de P en la 
prueba t de Student: *P < 0,05; **P < 0,01
Resultados. Capítulo 2
Figura R2.6: Análisis de la regulación positiva de la expresion de sseK1 por el sistema PhoQ/PhoP mediante inmunoblot. Se 
evaluó el efecto del sistema PhoQ/PhoP (A) y de SsrB (B) sobre la expresión de  sseK1 a nivel de proteína mediante inmunoblot 
usando para ello estirpes que expresan SseK1-3xFLAG. Se usaron anticuerpos monoclonales anti-FLAG, para detectar la proteína de 
fusión, y policlonales anti-DnaK, para el control de carga. Se muestran juntos un gel y el correspondiente diagrama de cuantificación  
de  bandas  (relación  SseK1/DnaK)  obtenido  a  partir  de  los  datos  de  dos  geles.  Se  señalan  mediante  asteriscos  las  diferencias  
estadísticamente significativas, entre la estirpes silvestre  y mutantes, para los siguientes valores de P en la prueba t de Student: *P < 
0,05; **P < 0,01.
Regulación directa de la expresión de sseK1 por PhoP
 A continuación hicimos el  razonamiento  de  que si  PhoP regula  la  expresión  de  sseK1 de 
manera independiente de SsrB tal vez fuera un regulador directo de ese gen.  Para sustentar esta 
hipótesis se analizó la región promotora de  sseK1 buscando un posible sitio de unión a PhoP. De 
acuerdo con un análisis global previo llevado a cabo en la estirpe SL1344 de  S. enterica serovar 
Typhimurium  (Kröger  et  al.,  2012),  el  sitio  de  inicio  de  la  transcripción  de  sseK1 es  una  T 
localizada 40 nucleótidos aguas arriba del codón de inicio de la traducción. Visualmente detectamos 
la presencia de posibles motivos consenso -10 y -35 para la transcripción dependiente de σ70 con 
la distancia apropiada entre ellos (Figura R2.7). Además se encontró una secuencia semejante a la 
secuencia consenso del sitio de unión de PhoP (T/G)GTTTA-NNNNN-(T/G)GTTTA (donde N es 
cualquier nucleótido) en la posición -75/-59,  relativa al  sitio de inicio de la transcripción.  Otro 
posible medio sitio de unión, aunque menos parecido al consenso, se localizó en la posición -53/-48.
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Figura R2.7: Análisis de la región promotora de sseK1.  Se muestra la secuencia alrededor del sitio de inicio de la transcripción 
(+1). Se indican, el inicio de la secuencia codificante, el sitio de unión a ribosomas y la secuencia consenso para la transcripción 
dependiente del factor  σ70  (-10 y -35). Los posibles motivos de union de PhoP se indican en rosa, y la caja de unión a PhoP esta 
subrayada con una flecha
Se probó el papel de estas regiones en el control de la expresión de sseK1 usando dos plásmidos 
diferentes: pIC552 y pSB377. Se clonó en estos plásmidos un fragmento de ADN con el promotor y 
la región 5' no traducida de sseK1, desde -500 a +40, para generar una fusión transcripcional lacZ 
(Figura R2.8A) y una fusión transcripcional bioluminiscente lux, respectivamente (Figura R2.8B). 
La expresión de las fusiones en los fondos genéticos silvestre y phoP indicó que la región clonada 
contenía  las  señales  necesarias  para  la  expresión  de  sseK1 regulada  por  PhoP.  Para  evaluar  la 
relevancia de los posibles sitios de unión de PhoP se obtuvieron tres mutantes independientes en el  
plásmido de la fusión lux. Cada mutante se construyó cambiando las TT conservadas en el centro de 
los posibles medios sitios de unión de PhoP por CC (Figura R2.5). Mientras que la mutación en la 
posición -51/-50 no tuvo efectos sobre la expresión de la fusión, la alteración de los motivos -62/-61 
o -73/-72 eliminó completamente la  regulación de la  fusión por PhoP,  tanto en condiciones  de 
inducción  de  la  SPI1  (Figura  R2.8C) como en  condiciones  de  inducción  de  la  SPI2  (Figura 
R2.8D). Estos resultados sugieren que la región -75/-59 constituye una caja completa de unión a 
PhoP.
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Figura R2.8: Identificación de la caja de unión a PhoP en el promotor de  sseK1. Se insertó un fragmento de ADN con el 
promotor y la región 5' no traducida de sseK1 (-500/+40) en el plásmido pIC552, para generar una fusión transcripcional lacZ (A), y 
en  el  plásmido  pSB377,  para  generar  una  fusión  transcripcional  luxCDABE (B).  Se  introdujeron  estos  plásmidos,  y  los 
correspondientes vectores vacíos en la estirpe silvestre y en el mutante nulo phoP de S. enterica serovar Typhimurium  y se midió la 
actividad β-galactosidasa y la luminiscencia, respectivamente, de cultivos crecidos hasta fase estacionaria en LPM líquido a pH 5,8.  
También se midió la luminiscencia de las estirpes silvestre,  phoP y  phoQ24 con derivados del plásmido pSB377 con la región 
promotora de  sseK1 o variantes con las mutaciones indicadas y que se cultivaron en condiciones de inducción de la SPI1  (C) o 
condiciones de inducción de la SPI2 (D). RLU: Unidades relativas de luz.
Finalmente se utilizó un ensayo de cambio de movilidad electroforética para analizar la unión 
de PhoP al promotor de sseK1. Se usaron los promotores de slyB y phoN como controles positivo y 
negativo, respectivamente. Para estos experimentos se empleó la proteína PhoP-His6 fosforilada in 
vitro así como fragmentos de ADN con la regiones promotoras de interés amplificadas por PCR. 
Como se observa en la Figura R2.9A, PhoP fue capaz de unirse a los promotores de slyB y sseK1 
pero  no  al  promotor  de  phoN.  Además  las  mutaciones  en  las  posiciones  -61/-62  y  -72/-73 
impidieron la unión de PhoP (Figura R2.9B). Estos resultados proporcionan un apoyo adicional a 
la hipótesis de que la región -75/-59 es la caja de unión de PhoP.
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Expresión de sseK1 dentro de macrófagos
La fusión transcripcional sseK1::lux descrita anteriormente se empleó también para estudiar la 
expresión  de  sseK1 durante  la  infección  de  macrófagos  RAW264.7.  Se  usaron  estirpes  de 
Salmonella que expresaban la fusión para infectar los macrófagos en placas de 96 pocillos. Como se 
observa en la  Figura R2.10, la luminiscencia por bacteria se incrementó a las 4 y 8 horas de la 
infección con respecto a las 2 horas de la infección. Esto sugiere que la expresión de  sseK1 se 
induce, junto con el T3SS2, en respuesta a señales intravacuolares. En cambio no se se observó 
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Figura_R2. 9: Interacción directa de PhoP fosforilada con la región promotora de sseK1. His6-PhoP purificada se fosforiló in  
vitro con acetil-fosfato. (A) Se amplificaron por PCR fragmentos de ADN de la región promotora de sseK1 (-500/+40), phoN y slyB 
usando oligonucleótidos marcados con fluorocromos e incubados con la concentración indicada de  His6-PhoP fosforilada (PhoP-P). 
Se usó un ensayo de cambio de movilidad electroforética para detectar la unión. (B)  Se amplificaron por PCR fragmentos de ADN 
de la región promotora de sseK1 (-300/-1) silvestre y con mutaciones puntuales T → C en las posiciones -73, -72, -62 y -61 (caja  
PhoP mutante),  usando oligonucleótidos marcados con fluorocromos e  incubados con la  concentración indicada de  His 6-PhoP 
fosforilada (PhoP-P). Se usó un ensayo de cambio de movilidad electroforética para detectar la unión.
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inducción intracelular en el mutante nulo phoP, lo que supone un apoyo adicional a la idea de que 
PhoP es un regulador positivo de la expresión de sseK1.
Figura R2.10: Expresión intracelular de sseK1 dependiente de PhoP. Se cultivaron durante 24 h en LB a 37ºC con aireación  (en 
condiciones no invasivas) dos estirpes de S. enterica serovar Typhimurium (silvestre y mutante phoP) que llevaban un plásmido que 
expresa una fusión transcripcional sseK1::luxCDABE (pSB377-sseK1[-500/+40]). Estas bacterias se usaron para infectar macrófagos 
de ratón RAW264.7 y se midió la luminiscencia producida por las bacterias intracelulares 2, 4 y 8 h tras la infección.
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Una vez  estudiada  la  regulación  y  la  translocación de  SseK1 nos  interesaba  investigar  las 
consecuencias de la presencia de este efector en las células hospedadoras. En este último capítulo de 
la tesis se presentan los resultados de las dos aproximaciones que hemos empleado para abordar ese 
objetivo. (i) La búsqueda de proteínas del hospedador capaces de interaccionar con SseK1. (ii) El 
análisis del efecto global a nivel transcriptómico de la presencia de SseK1 en la célula hospedadora.
Escrutinio genético para la identificación de proteínas 
humanas dianas de SseK1
El sistema del doble híbrido es un ensayo basado en un factor de transcripción que posee dos 
dominios separables, uno de unión al ADN (DBD) y otro de activación de la transcripción (AD). El  
gen de interés se expresa como una fusión al DBD (proteína cebo), mientras que otro gen o ADNc 
se expresa como una fusión al AD (proteína presa). Si se produce una interacción entre la proteína 
cebo  y  la  proteína  presa,  ocurrirá  un  acercamiento  entre  los  dos  dominios  del  factor  de 
transcripción,  permitiendo  de  esta  manera  la  transcripción  de  un  grupo  de  genes  indicadores 
(Figura R3.1). Cuando se quiere realizar un escrutinio se fusiona la proteína de interés al DBD y 
productos  de  una  genoteca  de  ADNc  se  fusionan  al  AD.  Este  sistema  nos  permite  el  acceso 
inmediato a genes que codifican proteínas que interaccionan con la proteína de interés.
Para la identificación de proteínas humanas dianas de SseK1 se utilizó el  sistema de doble 
híbrido en la estirpe L40 de Saccharomyces cerevisiae, que cuenta con el sitio de reconocimiento 
del factor de transcripción LexA para regular la expresión de los marcadores  his3 y lacZ (Figura 
R3.1) (Shirakawa et al., 2009). Para generar una fusión entre SseK1 y el dominio de unión al ADN 
de LexA se clonó la región codificante del gen  sseK1 en el plásmido pLEX10. En experimentos 
preliminares se determinó que la fusión DBD-SseK1 no activaba por sí sola los genes indicadores.
El escrutinio se llevó a cabo transformando la estirpe L40/pLEX10-SseK1 con una genoteca de 
ADNc, procedente de ARN poliadenilado de células Jurkat, construida en el plásmido pGAD1318 
en fusión con la región activadora del factor de transcripción Gal4, y sembrando los transformantes 
en medio DO -Trp -Leu -His. La presencia de los plásmidos pLEX10 y pGAD1318 complementa 
las auxotrofías para triptófano y leucina, respectivamente, de L40. Por otro lado, si una proteína 
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codificada en la genoteca interacciona con SseK1 se espera que la estirpe reportera pueda crecer en 
medio selectivo sin His y tenga actividad β-galactosidasa. 
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Figura R3.1: Esquema del principio básico del sistema del  doble híbrido. (A) La unión del factor de transcripción a la secuencia 
adecuada  activa  la  transcripción  de  un  gen  indicador  (B) La  interacción  entre  las  proteínas  cebo  (SseK1)  y  presa  permite  la 
recontrucción del factor de transcripción y la expresión del gen indicador. (C) Cuando no se produce interacción entre las proteínas 
cebo y presa no se puede reconstruir el factor de transcripción y no se expresa el gen indicador.
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Se obtuvieron 878 clones con capacidad de crecer en medio selectivo sin His de un total de 
7x105 clones escrutados. De ellos, 180 mostraron también actividad  β-galactosidasa (azules en el 
ensayo con X-Gal). Se rescataron los plásmidos de 166 clones positivos para ambos marcadores.. 
La  reintroducción  de  algunos  de  esos  plásmidos  en  las  levaduras  L40/pLEX10-SseK1  y 
L40/pLEX10  permitió  confirmar  inicialmente  11  candidatos.  Se  determinaron  las  secuencias 
adyacentes  al  promotor  Gal4  de  los  plásmidos  derivados  de  pGAD1318 que  portaban  esos  11 
clones positivos. El análisis de estas secuencias reveló que la mayoría de esos plásmidos  contenía 
el ADNc del gen TBCB. Ensayos de amplificación mediante PCR con cebadores específicos para el 
ADNc de TBCB indicaron que otros 106 candidatos eran portadores también de un fragmento de 
este  gen.  El  resto de los candidatos que se confirmaron en levaduras  se identificaron mediante 
secuenciación.  En la Tabla R3.1 se presenta un resumen de los resultados del escrutinio.
Tabla R3.1: Genes humanos identificados en el escrutinio de doble híbrido con SseK1
Número de candidatos Gen Descripción del producto Aminoácidos incluidos
116 TBCB Tubulin-folding cofactor B 1-244
4-244
29-244
7 ZBTB16 Zinc finger and BTB domain-containing protein 16 420-673
448-673
552-673
3 H3F3B Histone H3.3 1-136
40-136
1 H3F3A Histone H3.3 18-136
1 CENPA Histone H3-like centromeric protein A 1-140
1 HIRIP3 HIRA-interacting protein 3 340-556
1 XRCC6 X-ray repair cross-complementing protein 6 335-609
Los dos genes de los que se obtuvieron mayor número de candidatos, TBCB y ZBTB16, fueron 
también aquellos cuyos productos mostraron interacciones más fuertes con SseK1, a juzgar por el 
crecimiento en medio sin His y por la intensidad del color azul en presencia de X-Gal  (Figura 
R3.2).
El producto del gen TBCB es el cofactor B de unión a tubulina. Se une específicamente a a-
tubulina y coopera con TBCE en el  plegamiento de  a-tubulina y en la disociación de tubulina 
(Carranza et al., 2013; Serna et al., 2015; Tian et al., 1997).
El gen ZBTB16, también llamado PLZF, codifica un factor de transcripción perteneciente a la 
familia de proteínas con dedos de zinc semejantes a Krüppel cuyos miembros están implicados en la 
regulación  de  varios  procesos  celulares  incluyendo  la  proliferación  celular,  la  apoptosis  y  la 
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diferenciación  (Liu  et al., 2015; Pearson  et al., 2008). Curiosamente, ZBTB16 tiene también una 
función  citosólica  formando  parte  del  complejo  ubiquitín  ligasa  ZBTB16-Cullin3-Roc1  que 
interviene en la regulación de la autofagia (Zhang et al., 2015a). 
La mayoría de los candidatos restantes están implicados en la organización de la cromatina. Así, 
los genes H3F3A y H3F3B codifican un producto idéntico que es una variante de la histona H3 
denominada  H3.3.  Esta  variante  se  describió  como  asociada  preferentemente  a  zonas  de  la 
cromatina  transcripcionalmente  activas  pero  también  está  enriquecida  en  los  centrómeros  y 
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Figura  R3.2:  Análisis  de  las  interacciones  de  SseK1  con  proteínas  humanas  mediante  el  sistema  del  doble  híbrido  en 
levaduras.Se muestra el crecimiento en medio selectivo sin His y la actividad β-galactosidasa de los candidatos  que dieron positivo 
en el escrutinio y que se confirmaron reconstruyendo la estirpe de levadura portadora de pLexA-SseK1(o pLexA vacío como control)  
con los  plásmidos pGAD1318 correspondientes  previamente aislados  y  transferidos a  la  estirpe HB101 de  E.  coli.  Se usó la 
interacción entre Raf y RasV12 como control positivo.
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telómeros  (Szenker  et  al.,  2011).  CENPA codifica  otra  variante  de  la  histona  H3  que  es  un 
determinante clave para la identidad del centrómero y para el ensamblaje del cinetocoro (Allshire & 
Karpen, 2008) . El producto de HIRIP3 (HIRA-interacting protein 3) interacciona con las histonas 
H2B y H3   (Lorain  et al., 1998) y es un sustrato de la kinasa CK2 con un posible papel en el 
metabolismo de la cromatina (Assrir et al., 2007). 
Por último, el gen XRCC6 (Ku70) codifica la subunidad p70 del complejo nuclear p70/p80. 
Este complejo está implicado en la reparación del ADN, el mantenimiento de los telómeros y la 
señalización del daño en el ADN (Fell & Schild-Poulter, 2015).
En la Tabla R3.2 se ofrecen más datos y referencias sobre los candidatos obtenidos.
Tabla R3.2: Análisis de ontología génica de los candidatos obtenidos en el escrutinio de doble híbrido con SseK1
Gen Función Procesos Localización
ZBTB16 -Represor transcripcional 
(Ivins et al., 2003)
-Especificación del patrón anterior/posterior
-Apoptosis (Koken et al., 1997)
-Desarrollo del cartílago (Koken et al., 1997)
-Desarrollo del sistema nervioso central (Reid et 
al., 1995)
-Morfogénesis embrionaria
-Especificación de patrón embrionario
-Hematopoyesis (Reid et al., 1995)
-División asimétrica de células madres de línea 
germinal masculina
-Desarrollo mesonefros (Reid et al., 1995)
-Diferenciación célula mieloide (Koken et al., 
1997)
-Regulación negativa de la proliferación celular 
-Regulación negativa de la transcripción por 
ARN pol II (Ivins et al., 2003)
-Regulación positiva de la diferenciación de 
células NK T
-Regulación positiva de la diferenciación de los 
condrocitos (Liu et al., 2011)
-Regulación positiva de la diferenciación de las 
células grasas (Liu et al., 2011)
-Regulación positiva de la osificación (Liu et al., 
2011)
-Regulación positiva de la transcripción (Liu et 
al., 2011)
-Cuerpos de leucemia 
promielocítica (Koken et al., 
1997)
-Citosol 
-Núcleo(Reid et al., 1995; 
Thirkettle et al., 2009)
-Complejo represor de la 
transcripción (Ivins et al., 2003)
TBCB -Proteína de unión (Lim et al., 
2006a; Wang et al., 2005)
-Plegamiento post-traduccional de novo de 
proteínas
-Diferenciación celular
-Desarrollo del sistema nervioso
-Citoplasma
-Microtúbulos (Watanabe et al., 
1996)
-Nucleoplasma
Ku70 -Actividad 5'-desoxirribosa-5'-
fosfato liasa (Roberts et al., 
2010)
-Actividad ADN helicasa 
dependiente de ATP 
-Unión a ADN dañado
-Unión a ADN de cadena 
doble (Tuteja et al., 1994)
-Desenrollamiento del ADN (Tuteja et al., 1994)
-Ligación del ADN (Baumann & West, 1998)
-Recombinación del ADN
-Reparación del ADN
-Respuesta celular a rayos X
-Reparación de roturas de doble cadena mediante 
recombinación no homóloga (Baumann & West, 
1998; Ribes-Zamora et al., 2013; Ting et al., 
-Citosol
-Complejo Ku70:Ku80 (Ribes-
Zamora et al., 2013; Roberts et 
al., 2010)
-Complejo del límite de los 
telómeros (O’Connor et al., 
2004)
-Complejo de unión de extremos 
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-Contribuye a la unión de las 
dos cadenas teloméricas 
(Bianchi & de Lange, 1999; 
Chai et al., 2002) 
-Regulación de la 
transcripción (Kim et al., 
2008)
2005)
-Integración de pro virus latentes
-Respuesta inmune innata
-Regulación de transcripción (Chung et al., 1996; 
Kim et al., 2008; Willis et al., 2002)
-Heterodimerización de proteínas (Ribes-Zamora 
et al., 2013)
-Regulación de la proliferación celular del 
músculo liso
-Mantenimiento de los telómeros (Ribes-Zamora 
et al., 2013; Ting et al., 2005)
no homólogos (Roberts et al., 
2010)
-Complejo del factor de 
transcripción (Willis et al., 2002)
-Núcleo (Goedecke et al., 1999)
-Membrana
H3F3A/B -Potenciador distal de ARN 
pol II (Jin et al., 2009)
-Núcleo de unión a ARN pol 
II (Jin et al., 2009)
-Histona (Kato et al., 2015)
-Unión ADN nucleosomal (Jin 
et al., 2009)
-Heterodimerización de 
proteína
-Proteína de unión
-Metilación de citosina
-Replicación de ADN independiente del montaje 
del nucleosoma (Tagami et al., 2004)
-Coagulación sanguínea
-Desarrollo del cerebro
-Metabolismo de proteínas celulares
-Silenciamiento de la cromatina en el ADNr
-Expresión génica
-Silenciamiento génico por ARN
-Regulación epigenética de la expresion génica
-Montaje del nucleosoma (Kato et al., 2015; 
Tachiwana et al., 2011)
-Regulación positiva del crecimiento celular 
(Schenk et al., 2011)
-Respuesta a hormonas
-Transducción de señales mediada por GTPasa 
pequeñas
-Organización de los telómeros (Fingerman et 
al., 2007)
-Exosoma extracelular 
-Cromosoma nuclear (Tagami et 
al., 2004)
-Telómeros (Wong et al., 2010)
-Nucleosoma (Jin et al., 2009; 
Kato et al., 2015; Tachiwana et 
al., 2011)
-Nucleoplasma
-Núcleo
-Complejo proteico
HIRIP3 -Proteína de unión (Lorain et 
al., 1998)
-Montaje y desmontaje de la cromatina (Lorain 
et al., 1998)
-Nucleolo
-Núcleo (Assrir et al., 2007)
CENPA -Unión a ADN
-Unión a cromatina (Sullivan 
et al., 1994)
-Heterodimerización de 
proteínas
-Proteína de unión (Dunleavy 
et al., 2009; Foltz et al., 2009; 
Hu et al., 2011)
-Montaje del nucleosoma 
-Establecimiento del huso mitótico (Chan et al., 
2009)
-Montaje del cinetocoro (Hooser et al., 2001)
-Ciclo celular mitótico
-Procesos víricos
-Transducción de señales medidas por GTPasa 
pequeña
-Centrómero (Hooser et al., 
2001)
-Citosol
-Nucleoplasma
-Nucleosoma
-Núcleo
Estudio a nivel transcripcional del efecto de SseK1 en 
células humanas HeLa
En el  apartado anterior  del  presente capítulo se han estudiado las posibles interacciones de 
SseK1 con proteínas dianas de las células hospedadoras. En el presente apartado se analiza el efecto 
de SseK1 a nivel transcripcional en células humanas HeLa.
Para este estudio se emplearon dos aproximaciones complementarias:
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(i) Comparación del patrón de expresión génica de células HeLa que expresaban establemente 
SseK1-3xFLAG  (transfectadas  con  pBABEpuro-SseK1-3xFLAG)  con  el  de  células  control 
(transfectadas con el vector vacío). La lógica de esta aproximación es que esto podría orientar sobre 
la  función  de  SseK1  sin  la  interferencia  de  otros  factores  bacterianos  que  pudieran  realizar 
funciones contrapuestas o redundantes. Se generaron varios transfectantes estables independientes 
(Figura R3.3) y de dos de ellos (clones A4 y B4), así como de las células control, se obtuvieron tres 
preparaciones independientes de ARN de cada uno para su análisis.
Figura R3.3: Expresión de SseK1-3xFLAG en los transfectantes estables. Se prepararon muestras de proteínas  a partir de 5x105 
células de cada transfectante. Se usaron anticuerpos monoclonales anti-FLAG, para detectar la proteína de fusión y se usaron células 
HeLa transfectadas con el vector vacío como control negativo. Se muestra a la izquierda los marcadores de pesos moleculares.
(ii) Comparación del efecto en el transcriptoma de células HeLa de la infección con la estirpe 
silvestre 14028 de S. enterica serovar Typhimurium y una mutante con el gen sseK1 delecionado. 
Para este análisis se extrajo el ARN (tres preparaciones en cada caso) de cultivos de células HeLa 
no infectadas o infectadas durante 8 h con las estirpes de  Salmonella mencionadas. El tiempo de 
infección de 8 h se eligió por ser condiciones en las que se observó máxima translocación de SseK1 
a células HeLa, según se vio en el Capítulo 2.
El análisis de la expresión génica se realizó en la Unidad de Genómica del Centro Andaluz de 
Biología  Molecular  y  Medicina  Regenerativa  (CABIMER)  con  la  plataforma  Affymetrix 
(GeneChip Human Gene 1.0 ST array).
Para los análisis posteriores se seleccionaron dos tipos de genes: (i) Genes que aumentasen de 
manera  significativa  (P  < 0,05)  en  presencia  de SseK1 en  todas  las  comparaciones  siguientes: 
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transfectantes A4 /  control,  transfectantes B4 /  control,  infectadas con silvestre /  no infectadas, 
infectadas  con  silvestre  /  infectadas  con  mutante  sseK1.  (ii)  Genes  que  disminuyesen 
significativamente en cada una de las comparaciones anteriores.
Los 18 genes con aumento significativo según esos criterios (excluyendo pseudogenes y ARN 
no  codificantes)  se  muestran  en  la  Tabla  R3.3.  Por  otro  lado,  con  los  criterios  indicados 
anteriormente  se  seleccionaron  14  genes  (excluyendo  los  que  no  codifican  proteínas)  que 
disminuían su expresión debido a SseK1 (Tabla R3.4).
Tabla R3.3: Genes humanos que incrementaron su expresión en presencia de SseK1. Se muestran el valor de P y el cambio 
lineal de la expresión (R)
Gen Descripción
A4/ Control B4/ Control Silvestre/ No 
infectadas
Silvestre/ 
sseK1
P R P R P R P R
C19orf71 chromosome 19 open reading frame 71 0,0069 1,33 0,0151 1,28 0,0031 1,33 0,0480 1,18
CLEC14A C-type lectin domain family 14, member A 0,0012 1,26 0,0076 1,19 0,0042 1,21 0,0241 1,15
DCUN1D5 DCN1, defective in cullin neddylation 1, 
domain containing 5
0,0026 1,21 0,0077 1,17 0,0007 1,25 0,0071 1,17
FAM153A family with sequence similarity 153, 
member A 
0,0361 1,34 0,0095 1,48 0,0215 1,22 0,0064 1,28
IER2 immediate early response 2 0,0002 1,58 0,0248 1,22 0,0274 1,15 0,0493 1,13
MMP12 matrix metallopeptidase 12 0,0008 1,31 0,0405 1,14 0,0162 1,24 0,0061 1,30
NAT9 N-acetyltransferase 9 (GCN5-related, 
putative) 
0,0001 1,84 0,0000 2,04 0,0291 1,13 0,0305 1,13
NEUROD2 neuronal differentiation 2 0,0000 1,46 0,0001 1,34 0,0001 1,39 0,0470 1,13
PSMD6 proteasome (prosome, macropain) 26S 
subunit, non-ATPase, 6 
0,0009 1,37 0,0001 1,54 0,0142 1,16 0,0127 1,16
SPATA31C2 SPATA31 subfamily C, member 2 0,0127 1,36 0,0201 1,32 0,0177 1,23 0,0268 1,21
SPX (C12orf39) spexin hormone 0,0017 1,30 0,0044 1,25 0,0084 1,20 0,0025 1,25
TNFRSF11B tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 11b 
0,0000 4,28 0,0000 1,77 0,0000 1,65 0,0334 1,16
TRABD2B TraB domain containing 2B 0,0001 1,33 0,0038 1,19 0,0374 1,14 0,0083 1,20
TRIM48 tripartite motif containing 48 0,0104 1,42 0,0307 1,32 0,0057 1,41 0,0334 1,28
TUSC3 tumor suppressor candidate 3 0,0001 1,57 0,0014 1,34 0,0089 1,27 0,0119 1,25
VSTM2L V-set and transmembrane domain 
containing 2 like 
0,0008 1,46 0,0041 1,34 0,0036 1,25 0,0230 1,17
ZNF267 zinc finger protein 267 0,0477 1,49 0,0255 1,59 0,0355 1,23 0,0205 1,27
ZSCAN32 zinc finger and SCAN domain containing 32 0,0250 1,21 0,0025 1,35 0,0102 1,22 0,0257 1,18
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Tabla R3.4: Genes humanos que disminuyeron su expresión en presencia de SseK1. Se muestran el valor de P y el cambio 
lineal de la expresión (R).
Gen Descripción
Control/A4 Control/B4 No infectadas/Silvestre
sseK1/
Silvestre
P R P R P R P R
AHCYL2 adenosylhomocysteinase-like 2 0,0000 1,58 0,0000 1,61 0,0014 1,31 0,0071 1,23
ARHGAP23 Rho GTPase activating protein 23 0,0022 1,64 0,0033 1,58 0,0165 1,45 0,0062 1,56
CSAD cysteine sulfinic acid decarboxylase 0,0002 1,40 0,0054 1,22 0,0012 1,27 0,0464 1,13
LOC100133315 transient receptor potential cation channel, 
subfamily C, member 2-like 
0,0003 1,31 0,0022 1,22 0,0003 1,55 0,0072 1,31
LSM14B LSM14B, SCD6 homolog B (S. cerevisiae) 0,0000 5,04 0,0000 4,76 0,0042 1,26 0,0266 1,18
PAIP2 poly(A) binding protein interacting protein 
2 
0,0000 1,73 0,0000 1,59 0,0147 1,16 0,0096 1,18
PCMTD1 protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-
methyltransferase domain containing 1 
0,0032 1,44 0,0002 1,79 0,0091 1,19 0,0250 1,15
PDE6D phosphodiesterase 6D, cGMP-specific, rod, 
delta 
0,0048 1,28 0,0014 1,36 0,0141 1,24 0,0260 1,21
POLR2D polymerase (RNA) II (DNA directed) 
polypeptide D 
0,0000 1,70 0,0000 1,62 0,0114 1,24 0,0391 1,18
RALGAPA1 Ral GTPase activating protein, alpha 
subunit 1 (catalytic) 
0,0061 1,39 0,0389 1,25 0,0002 1,48 0,0403 1,19
RASSF8 Ras association (RalGDS/AF-6) domain 
family (N-terminal) member 8 
0,0029 1,21 0,0032 1,21 0,0037 1,25 0,0350 1,15
STYXL1 serine/threonine/tyrosine interacting-like 1 0,0000 1,67 0,0091 1,17 0,0047 1,20 0,0390 1,13
ZBTB40 zinc finger and BTB domain containing 40 0,0006 1,25 0,0318 1,11 0,0014 1,23 0,0233 1,13
ZNF552 zinc finger protein 552 0,0029 1,50 0,0089 1,39 0,0012 1,40 0,0278 1,22
Análisis de ontología génica y de interacciones para los genes 
identificados en el estudio transcriptómico
En la  Tabla R3.5 se muestra el resultado de un análisis de ontología génica, realizado con la 
base  de  datos  Gene  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)  y  con  las  herramientas  de  AmiGO  2 
(http://amigo.geneontology.org/amigo/) (Carbon et al., 2009) que muestra los términos asociados a 
los  genes  que  incrementaron  su  expresión  en  presencia  de  SseK1  en  las  categorías  función 
molecular, proceso biológico y componente celular.
Tabla R3.5: Análisis de ontología génica de los genes sobreexpresados en presencia de SseK1
Gen Función molecular Proceso biológico Componente celular
CLEC14A -Unión a carbohidratos ------------------------
-Exosoma extracelular (Prunotto et 
al., 2013)
-Componente  integral  de 
membrana
DCUN1D5 -Proteína  de  unión  al 
complejo ubiquitina ligasa
-Regulación  positiva  de  la  actividad 
transferasa ubiquitina-proteína
-Complejo ubiquitina ligasa 
-Componente  integral  de 
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-Proteína  de  unión 
(Rolland et al., 2014) -Nedilación de proteínas membrana
IER2 -Unión al ADN (Takaya et  al., 2009)
-Movilidad celular (Neeb et al., 2012)
-Diferenciación neuronal
-Respuesta  al  factor  de  crecimiento  de 
fibroblastos
-Citoplasma (Neeb et al., 2012)
-Nucleoplasma
-Núcleo (Neeb et al., 2012)
MMP12 
-Unión de iones de Ca+2
-Unión de iones de Zn+2
-Actividad  endopeptidasa 
(Shapiro et al., 1993)
-Actividad 
metaloendopeptidasa 
(Shapiro et al., 1993)
-Catabolismo del colágeno
-Desensamblaje de la matriz extracelular
-Organización de la matriz extracelular
-Regulación positiva de células epiteliales que 
intervienen en la cicatrización de heridas (Lyu 
& Joo, 2005)
-Proteolisis
-Respuesta  a  drogas
-Respuesta  a  compuestos  orgánicos  cíclicos
-Cicatrización de heridas,  propagación de las 
células epidérmicas  (Lyu & Joo, 2005)
-Matriz extracelular proteica 
NAT9
-Proteína de unión
-Actividad  N  acetil 
transferasa
-Acetilación de los extremos N terminales de 
proteínas -Complejo proteico
NEUROD2
-Unión E-box (CANNTG)
-Unión  a  la  región 
reguladora  de  ADN  de 
secuencia  específica  de 
ARN  polimerasa  II
-Actividad  de 
heterodimerización
-Correpresor 
transcripcional
-Factor  de  transcripción, 
unión a ADN específica de 
secuencia  (McCormick  et  
al.,  1996)
-Activador transcripcional
-Aprendizaje asociativo
-Respuesta de miedo conductual
-Respuesta celular a iones de calcio
-Respuesta celular al estímulo eléctrico
-Desarrollo corteza del cerebelo
-Regulación de la transcripción
-Regulación de la maduración de la sinapsis
-Desarrollo del sistema nervioso  (McCormick 
et al., 1996)
-Desarrollo de las neuronas
-Regulación  positiva  de  la  señalización 
mediada por calcio 
-Regulación  positiva  de  la  diferenciación  de 
las neuronas
-Regulación positiva de la actividad del factor 
de transcripción de unión a ADN específica de 
secuencia
-Regulación positiva de la plasticidad sináptica
-Regulación  positiva  de  la  transcripción  de 
promotores transcritos por ARN polimerasa II 
(McCormick et al., 1996)
-Ubiquitinación de proteínas
-Núcleo
PSMD6 -Actividad  ATPasa  (Ren 
et al., 2000)
-Proteína de unión
-Respuesta al daño del ADN
-Vía de señalización del receptor de Fc-epsilon
-Transición G1 / S del ciclo celular mitótico
-Cascada de MAPK
-Señalización de NIK/NF-kappaB
-Transducción de señales de proteínas Ras
-Vías de señalización del receptor de células T
-Activación de la actividad MAPK
-Promoción  de  la  anafase  dependiente  del 
catabolismo  de  proteínas  dependiente  del 
complejo ubiquitina-proteasoma
-Procesamiento de antígenos y presentación de 
péptido antígeno exógeno a través de MHC de 
clase I
-Proceso de apoptosis
-Guía de axones
-Metabolismo celular del nitrógeno
-Vía de señalización del receptor del factor de 
crecimiento epidérmico
-Citosol
-Exosoma extracelular
-Nucleoplasma
-Complejo  accesorio  del 
proteasoma
-Complejo proteasoma
-Partícula  reguladora  del 
proteasoma
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-Vía de señalización del receptor del factor de 
crecimiento de fibroblastos
-Expresión génica
-Respuesta inmune innata
-Vía de señalización del receptor de insulina
-Ciclo celular mitótico
-Regulación negativa del proceso de apoptosis
-Regulación  negativa  de  la  vía  canónica  de 
señalización Wnt
-Regulación  negativa  de  la  actividad 
ubiquitina ligasa de proteína implicada en el 
ciclo celular mitótico
-Vía  de  señalización  del  receptor  de 
neurotrofina TRK
SPATA31C2 ------------- -Diferenciación celular-Espermatogénesis
-Componente  integral  de 
membrana
SPX
-Neuropéptido  con 
actividad  hormonal  (Kim 
et al., 2014)
-Unión  a  receptor  de 
galanina  tipo  2  (Kim  et 
al., 2014)
-Unión  a  receptor  de 
galanina  tipo  3  (Kim  et 
al., 2014)
-Importación de ácidos grasos de cadena larga
-Regulación negativa del apetito 
-Regulación negativa de la excreción renal del 
sodio
-Regulación  positiva  de  la  presión  arterial 
sistémica
-Regulación  positiva  desde  promotores  de 
ARNpol II (Kim et al., 2014)
-Regulación  de  la  percepción  sensorial  del 
dolor
-Espacio extracelular (Walewski et 
al., 2014; Wan et al., 2010)
-Vesículas de transporte
TNFRSF11B
-Actividad  de  citoquina 
(Tsuda et al., 1997)
-Actividad  de  receptor 
(Simonet et al., 1997)
-Activación  del  factor  de 
necrosis tumoral
-Vía de señalización de apoptosis
-Organización matriz extracelular
-Respuesta inmune
-Respuesta inflamatoria
-Regulación negativa de la resorción ósea
-Regulación negativa de odontogénesis 
-Regulación positiva de la cascada MAPK
-Regulación del proceso de apoptosis
-Regulación de la proliferación celular
-Respuesta a la sustancia que contiene arsénico
-Respuesta a drogas
-Respuesta al estrógeno
-Respuesta a lipopolisacárido
-Respuesta a iones Mg2+
-Respuesta a nutrientes
-Transducción de señales (Tsuda et al., 1997)
-Desarrollo  del  sistema esquelético  (Simonet 
et al., 1997)
-Vía de señalización mediada por el factor de 
necrosis tumoral
-Componente  integral  de  la 
membrana plasmática
-Matriz  extracelular  proteica 
(Simonet  et  al.,  1997;  Xu  et  al., 
2004)
TRABD2B
-Unión  a  proteína  Wnt 
(Zhang et al., 2012)
-Unión de iones metálicos 
-Actividad 
metaloendopeptidasa 
(Zhang et al., 2012)
-Unión a proteína
-Regulación negativa de la vía de señalización 
Wnt (Zhang et al., 2012)
-Regulación positiva de la oligomerización de 
proteínas (Zhang et al., 2012)
-Regulación  positiva  de  la  oxidación  de 
proteínas (Zhang et al., 2012)
-Proteolisis (Zhang et al., 2012)
-Exosoma extracelular
-Componente  integral  de 
membrana de orgánulos  (Zhang et 
al., 2012)
-Componente  integral  de  la 
membrana  plasmática  (Zhang  et 
al., 2012)
TRIM48 -Unión de iones de Zn2+ ------------------ -Intracelular
TUSC3 -Contribuye a la actividad 
asparragina  N-
glicosiltransferasa
-Actividad  transportadora 
de iones de Mg2+ a través 
de la membrana  (Zhou & 
Clapham, 2009)
-Homeostasis redox celular
-Proceso metabólico
-Cognición (Molinari et al., 2008)
-Transporte  transmembrana  de  iones  de 
magnesio (Zhou & Clapham, 2009)
-Modificación post-traduccional de proteínas 
-Glicosilación ligada a N de proteínas (Zhou & 
-Membrana  del  retículo 
endoplásmico
-Componente  integral  de  la 
membrana  plasmática  (Zhou  & 
Clapham, 2009)
-Mitocondrias
-Complejo oligosacariltransferasa
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Clapham, 2009)
VSTM2L -Unión a proteína -Regulación  negativa  del  proceso  apoptótico neuronal
-Citoplasma
-Región extracelular
ZNF267
-Unión a ADN
-Unión de iones metálicos
-Factor de transcripción
-Regulación de la transcripción
-Desarrollo de organismos muticelulares -Núcleo
ZSCAN32
-Unión a ADN
-Actividad  de  factor  de 
transcripcón  para  ARN 
polimerasa II
-Unión a ion metálico 
-Unión a proteína
-Regulación  de  la  transcripción  desde 
promotores dependientes de ARN polimerasa 
II
-Transcripción
-Núcleo
Se llevó a  cabo también  sobre estos  genes  un análisis  de interacciones  con la  herramienta 
GeneMANIA (Mostafavi et al., 2008; Zuberi et al., 2013), que realiza una búsqueda en las bases de 
datos  disponibles  para  detectar  interacciones  proteína-proteína,  proteína-ADN  e  interacciones 
genéticas, vías de señalización, datos de expresión génica, dominios proteicos y perfiles fenotípicos. 
En  este  caso  tan  sólo  se  detectaron  conexiones  de  coexpresión  entre  algunos  de  los  genes 
analizados. El resultado del análisis se representa en la Figura R3.4.
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Figura R3  4: Resultados obtenidos con el programa GeneMANIA de análisis de interacciones génicas para los genes con  
expresión aumentada en presencia de SseK1. Se muestra la red de interacciones entre los genes activados por SseK1 (círculos  
negros) y los genes necesarios para cerrar dicha red (círculos grises). Las líneas moradas que unen los genes indican coexpresión.
Para los genes de expresión disminuida en presencia de SseK1 se identificaron también los 
términos de ontología génica asociados (Tabla R3.6) y se llevó a cabo un análisis de interacciones 
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con  GeneMANIA  (Figura  R3.5).  Entre  estos  genes  se  detectó  un  mayor  número  de  tipos  de 
interacciones (coexpresión, colocalización e interacciones genéticas).
Tabla R3.6: Análisis de ontología génica de los genes cuya expresión disminuye en presencia de SseK1
Gen Función molecular Proceso biológico Componente  celular
AHCYL2 -Actividad adenosil-
homocisteinasa
-Actividad hidrolasa
-Proceso metabólico de un carbono
-Ciclo S-adenosilmetionina
-Citosol
-Retículo endoplásmico
-Citoplasma
-Proyección neuronal
ARHGAP23 -Actividad activadora de 
GTPasa
-Regulación positiva de actividad GTPasa
-Transducción de señal mediada por GTPasa 
pequeña
-Citosol
-Exosoma extracelular 
(Gonzalez-Begne et al., 
2009)
CSAD -Unión a  piridoxal 
fosfato
-Actividad sulfino-
alanina  descarboxilasa 
-Metabolismo celular de compuestos nitrogenados
-Metabolismo de pequeñas moléculas 
-Catabolismo de aminoácidos con azufre 
-Biosíntesis de taurina
LOC100133315 -Unión a ADN dañado -Reparación de roturas de cadena simple de ADN -Núcleo
LSM14B -Unión a ARN 
poliadenilado (Baltz et 
al., 2012)
-Desarrollo de organismos muticelulares
-Regulación de la traducción
-Complejo 
ribonucleoproteico 
intracelular
PAIP2 -Unión a ARNm
-Proteína de unión 
(Khaleghpour et al., 
2001; Kozlov et al., 
2004; Yoshida et al., 
2006)
-Actividad represora de la 
traducción (Khaleghpour 
et al., 2001)
-Memoria
-Regulación negativa del inicio de la traducción 
(Khaleghpour et al., 2001)
-Regulación de la potenciación sináptica a largo 
plazo
-Espermatogénesis
-Citoplasma (Khaleghpour 
et al., 2001)
PCMTD1 -Actividad  L-
isoaspartato (D-aspartato) 
metiltransferasa
-Metilación de proteínas -Citosol
-Membrana
PDE6D -Actividad 
fosfodiesterasa de 
nucleótido 3 ', 5'-cíclico
-Actividad inhibidora de 
GTPasa
-Unión a GTPasaRab 
(Marzesco et al., 1998)
-Unión a proteína
-Metabolismo
-Regulación negativa de la actividad GTPasa
-Organización de orgánulos
-Respuesta a estímulo
-Percepción visual
-Citosol (Marzesco et al., 
1998)
-Citoesqueleto
-Membrana de vesículas 
citoplasmáticas (Marzesco 
et al., 1998)
-Cilio primario
POLR2D -Actividad ARN 
polimerasa (Khazak et 
al., 1998)
-Unión a nucleótidos
-Unión a ADN de cadena 
simple
-Unión a ARN de cadena 
simple
-Unión al factor de 
iniciación de la 
traducción
-Adición de 7-metilguanosina al ARNm
-Reparación del ADN
-Expresión génica
-Silenciamiento génico por ARN
-Exportación del ARNm desde el núcleo por estrés
-Maduración del ARNm
-Catabolismo de ARNm transcritos nucleares, vía 
decaimiento de la reparación por escisión de 
nucleótidos dependiente de desadenilación 
-Reparación por escisión de nucleótido
-Metabolismo de Piwi-ARNs
-Regulación positiva del inicio de la traducción
-Regulación positiva de la transcripción vírica
-Mantenimiento de la población de células madre 
somáticas
-Núcleo del complejo ARN 
pol II unido a ADN 
(Kershnar et al., 1998; 
Khazak et al., 1998)
-Órganos de procesamiento 
de ARNm citoplasmático
-Nucleoplasma
-Núcleo (Kershnar et al., 
1998)
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-Transcripción de promotores de ARN pol II 
(Kershnar et al., 1998; Khazak et al., 1998)
-Elongación de la transcripción por la ARN pol II 
-Iniciación de la transcripción por la ARN pol II 
-Procesos víricos
RALGAPA1 -Activador de la actividad 
GTPasa
-Actividad de 
heterodimerización de 
proteínas (Shirakawa et 
al., 2009)
-Activación de la actividad GTPasa
-Regulación de transducción de señales mediada por 
GTPasas pequeñas
-Regulación de la transcripción
-Citoplasma
-Núcleo
RASSF8 -Transducción de señales
STYXL1 -Actividad  
tirosina/serina/ treonina 
fosfatasa
-Transducción de señales intracelulares (Wishart & 
Dixon, 1998)
-Desfosforilación de proteínas
-Intracelular
ZBTB40 -Unión a ADN
-Unión a iones metálicos
-Mineralización del hueso (Liu et al., 2010a)
-Respuesta a daños en el ADN 
-Regulación de la transcripción
-Núcleo
ZNF552 -Factor de transcripción
-Unión a iones metálicos
-Regulación negativa de la transcripción -Núcleo
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Figura R3.5: Resultados obtenidos con el programa GeneMANIA de análisis de interacciones para los genes con expresión 
disminuida en presencia de SseK1. Se muestra la red de interacciones entre los genes activados por SseK1 (círculos negros) y los  
genes necesarios para cerrar dicha red (círculos grises).  Las líneas moradas que unen los genes indican coexpresión,  las azules  
colocalización y las verdes interacciones genéticas.
Validación de los datos de las micromatrices mediante qRT-PCR
Para validar los datos obtenidos en el análisis transcriptómico global descrito en los apartados 
anteriores, seleccionamos cuatro de los 32 genes expresados diferencialmente, dos con expresión 
aumentada, IER2 y ZNF267, y dos con expresión disminuida, PDE6D y STLYX1. El nivel de ARN 
correspondiente a estos genes se midió mediante qPCR en las mismas líneas celulares transfectadas 
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(Figura  R3.6A y  B) y  condiciones  de  infección  (Figura  R3.6C  y  D) empleadas  para  las 
micromatrices.
Figura R3.6: Validación de los datos de transcriptómica.  (A) Cuantificación relativa de los niveles de ARNm de dichos genes 
mediante qPCR para las dos líneas estables A4 y B4 comparados con los de las células control transfectadas con el vector vacío que  
se toman como valor 1. (B) Representación gráfica de los datos obtenidos en los microarray para los genes IER2, ZNF267, PDE6D y 
STLYX1 en las líneas estables A4 y B4. (C) Cuantificación relativa de los niveles de ARNm de dichos genes mediante qPCR en las 
infecciones de celulas HeLa con las estirpes de  Salmonena silvestre y mutante  sseK1. (D) Representación gráfica de los datos 
obtenidos en los microarray para los genes IER2, ZNF267, PDE6D y STLYX1 en la comparación de las infecciones de celulas HeLa  
con las estirpes de Salmonena silvestre y mutante sseK1. Se muestran las medias de tres experimentos independientes. Las barras de 
error indican la desviación típica. Los ARN se extrajeron de cultivos confluentes para el caso de las células transfectadas, y a 8 h p.i.  
en las células infectadas. Se muestran con valores positivos el aumento de expresión en presencia de SseK1 y con valores negativos  
el descenso de expresión en prensencia de SseK1.Se muestra mediante asteriscos las diferencias significativas de expresión respecto  
a la ausencia de SseK1 , (P<0,05) *, (P<0,01) ** y (P<0,001) ***.
Cinética de expresión de los genes IER2, ZNF267, PDE6D y STLYX1 
dependiente de SseK1 durante la infección con Salmonella
Para los cuatro genes empleados en la validación de datos de transcriptómica se midió también 
mediante qPCR el nivel de ARN en distintos momentos tras la infección de células HeLa. En la 
Figura R3.7 se representa la relación de los niveles de ARN en infecciones con la estirpe silvestre 
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respecto  a  infecciones  con  la  estirpe  mutante  sseK1.  Para  ninguno  de  los  genes  probados  se 
observan diferencias significativas entre ambos tipos de infecciones a las 2 h de infección. Para los 
dos  genes  clasificados  como  inducidos  en  presencia  de  SseK1,   IER2  y  ZNF267,  los  niveles 
relativos aparecieron aumentados a las 4, 8 y 16 h, con un máximo a las 4 h. Para los dos genes 
clasificados como reprimidos en presencia de SseK1, PDE6D y STLYX1, el patrón resultó ser más 
complejo, ya que la reducción relativa de nivel sólo se observó a las 8 h (el tiempo empleado en el 
análisis  global)  mientras que se detectó un aumento de nivel relativo a las 4 y las 16 h.  Estos 
resultados son indicativos de la importancia de analizar las consecuencias de la translocación de un 
efector como SseK1 en distintos momentos de la infección para tratar de entender su función.
Figura R3.7: Variación de la expresión de los genes IER2, ZNF267, PDE6D y STLYX1 en células HeLa durante una infección 
con las estirpes de Salmonella silvestre y mutante sseK1. Se muestran con valores positivos el aumento de expresión en presencia 
de SseK1 y con valores negativos el descenso de expresión en presencia de SseK1.Se muestra mediante asteriscos las diferencias  
significativas de expresión respecto a la ausencia de SseK1 , (P<0,05) * y (P<0,01) **.
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Discusión
La realización de escrutinios basados en fusiones CyaA' aleatorias ha demostrado ser eficaz en 
la detección de efectores de los T3SS de Salmonella (Geddes et al., 2005). El escrutinio realizado 
en el Capítulo 1 de esta tesis detectó efectores ya conocidos pero no detectó genes para nuevos 
efectores,  posiblemente  porque  se  necesite  escrutar  al  menos  10  veces  más  candidatos  para 
conseguirlo. El resultado más interesante del escrutinio fue la translocación del efector PipB2 en 
condiciones de inducción del T3SS1: bacterias cultivadas en condiciones invasivas e infección de 
células epiteliales durante 2 h (Tabla R1.1). Este resultado es llamativo ya que previamente PipB2 
se había descrito únicamente como un efector del T3SS2.
Los  experimentos  para  detectar  la  expresión  de  PipB2  indicaron  que  éste  se  sintetiza  en 
cantidad suficiente  como para ser  translocado en condiciones  de inducción del  T3SS1  (Figura 
R1.3). Además, la translocación por este sistema a tiempos cortos de infección se confirmó en tres 
tipos  de  células  hospedadoras,  HeLa,  RAW264.7  y  NRK-49F,  usando  mutantes  de  Salmonella 
carentes  de  la  SPI1  o  la  SPI2  (Figura  R1.1).  Por  otro  lado,  los  experimentos  de  cinética  de 
translocación realizados en células epiteliales HeLa y macrófagos RAW264.7  permiten extraer las 
siguientes conclusiones:
(i) PipB2 puede translocarse por ambos T3SS pero con un patrón diferente dependiendo del tipo 
celular hospedador.
(ii)  En  células  HeLa  la  translocación  es  completamente  dependiente  del  T3SS1  (Figura 
R1.2A). Se ha descrito que en células epiteliales el T3SS1 puede estar activo en etapas tardías de la 
infección  (Hautefort  et  al.,  2008),  lo  que da  sentido a  los  resultados  obtenidos  y sugiere  una 
translocación de PipB2 no solo durante la  invasión sino también desde el  interior  de la  célula 
hospedadora. Es probable que las bacterias que secretan PipB2 tras la invasión sean bacterias que 
han escapado de la vacuola y se están replicando en el citosol ya que se ha mostrado que estas 
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bacterias, a diferencia de las intravacuolares, son móviles y expresan el T3SS1  (Knodler, 2015; 
Knodler et al., 2010). Hay que señalar, sin embargo, que la translocación dependiente del T3SS2 en 
estas células, caso de existir, sería difícil de estudiar puesto que un mutante carente del T3SS1 es 
incapaz de invadirlas.
(iii)  En  los  macrófagos  (Figura R1.2B) la  translocación fue  dependiente  del  T3SS1 en  el 
momento  de  la  invasión  (usando  bacterias  invasivas)  pero  dependiente  del  T3SS2  al  estar  ya 
Salmonella  establecida  en  su  nicho  intracelular  (usando  bacterias  no  invasivas  para  evitar  la 
piroptosis). A las 4 hpi no se observó translocación por ninguna vía.  Esto sugiere que en este tipo  
celular  las  bacterias  no invasivas  fagocitadas  no  inducen en  ningún momento  la  expresión  del 
T3SS1 pero expresan el T3SS2 después de las 4 h de infección.
El patrón de translocación de PipB2 en estos tipos celulares es similar al observado para SlrP, 
otro efector de S. enterica serovar Typhimurium que puede secretarse por ambos T3SS (Cordero-
Alba & Ramos-Morales, 2014). En la Figura D.1 se muesta una representación de la translocación 
de PipB2 en macrófagos (Figura D.1A) y en células epiteliales HeLa (Figura D.1B).
Figura D.1: Esquema de la translocación de PipB2 en las células hospedadoras. (A) Se muestra la transcolación de PipB2 en 
Macrófagos, en este tipo celular la translocación de PipB2 ocurre a partir de las 8 h y es dependiente del T3SS2. (B) Se muestra la 
translocación de PipB2 en células HeLa donde la translocación ocurre a partir de las 2 h y puede llevarse a cabo por ambos T3SSs.  
Se muestra en rojo la translocación a través del T3SS2 y en morado la translocación por ambos T3SSs.
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Diversos  estudios  con  otros  efectores  muestran  la  existencia  de  secuencias  señal  para  la 
translocación  de  efectores  de  los  T3SSs  en  el  extremo  N-terminal  (Crawford  & Kaper,  2002; 
Karavolos  et al.,  2005;  Lloyd  et al.,  2001,  2002;  Schechter  et al.,  2004).  Un  estudio  previo 
demostró la translocación de 225 aminoácidos del extremo N-terminal de PipB2  (Knodler  et al., 
2003).  Los  experimentos  realizados  aquí  sugieren  que  la  secuencia  mínima  necesaria  para  la 
translocación  de  este  efector  a  través  de  ambos  T3SS  puede  reducirse  a  sus  10  primeros 
aminoácidos (Figura R1.5). Esto concuerda con lo publicado para otros efectores (Cardenal-Muñoz 
& Ramos-Morales, 2011; Kim et al., 2007; Rüssmann et al., 2002). 
Extensiones  de  la  técnica  descrita  por  Wanner  y  Datsenko  para  interrumpir  genes  en  el 
cromosoma de E. coli (Datsenko & Wanner, 2000), han permitido obtener fusiones lacZ o 3xFLAG 
de  manera  dirigida  en  el  cromosoma  bacteriano  (Ellermeier  et al.,  2002;  Uzzau  et al.,  2001). 
Inspirándonos en esta idea se diseñó un protocolo para realizar fusiones CyaA' en localizaciones 
específicas  del  cromosoma  bacteriano  (Figura  R1.6) con  las  que  realizar  estudios  sobre  los 
efectores en situaciones mas fisiológicas que las que se obtienen al expresar los efectores desde un 
plásmido multicopia ya sea bajo un promotor  constitutivo o desde el  promotor  endógeno.  Este 
método se ha empleado por primera vez para el estudio del efector SseK1, que ha sido el objeto de 
los Capítulos 2 y 3 de esta tesis. 
 Aunque las funciones de los efectores de la familia SseK son desconocidas, la similitud de sus 
secuencias  de  aminoácidos  apunta  a  redundancia  funcional.  En  estudios  anteriores  se  había 
demostrado que tanto el triple mutante  sseK1 sseK2 sseK3 como el doble mutante  sseK1 sseK2 
estaban atenuados para la virulencia en el modelo de ratón. Los resultados del Capítulo 2 de esta 
tesis indican que SseK1 es importante en sí mismo durante la fase sistémica de la infección en el 
modelo de ratón, ya que un mutante  sseK1 muestra atenuación significativa tanto en infecciones 
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orales como intraperitoneales  (Figura R2.1).  Los resultados también sugieren que SseK1 no es 
necesario para la invasión ni la proliferación intracelular en siete líneas celulares de mamíferos. 
Esto está en concordancia con los datos previos de otros grupos que no detectaron ningún fenotipo 
para este mutante en las infecciones de células HeLa, Caco2 o RAW264.7  (Brown  et al., 2011; 
Buckner et al., 2011; Kujat Choy et al., 2004). Sin embargo, hay que señalar que en uno de estos 
trabajos se encontró una reducción del 60% en el índice de replicación del triple mutante sseK1 
sseK2 sseK3 en el interior de los macrófagos RAW264.7 (Buckner et al., 2011). Las discrepancias 
entre  los  resultados  obtenidos  en  diferentes  laboratorios,  señaladas  con  más  detalle  en  la 
Introducción, pueden ser una consecuencia de las diferencias en detalles experimentales como las 
cepas concretas de Salmonella y las moi utilizadas. 
SseK1 se describió inicialmente como un efector del T3SS2 en células HeLa  (Brown et al., 
2011;  Kujat  Choy  et  al.,  2004).  En esta  tesis  se  ha llevado a cabo un análisis  detallado de la 
translocación de este  efector  utilizando tres lineas de células hospedadoras,  procedentes de tres 
especies de mamíferos diferentes, y dos fusiones CyaA' diferentes  (Figura R2.3). Los resultados 
sugieren varias conclusiones y comentarios:
(i) Una primera conclusión general es que SseK1 puede secretarse a través de ambos T3SS, 
aunque con diferentes cinéticas dependiendo del tipo de célula hospedadora. Por tanto, el uso de 
una muestra amplia de tipos de células hospedadoras es esencial para entender completamente la 
función de los efectores de los T3SS.
(ii)  La  translocación  a  tiempos  p.i.  cortos  (1-2  h)  es  dependiente  del  T3SS1  pero  sólo 
observable cuando la fusión SseK1-CyaA' se expresa a partir de un promotor constitutivo en un 
plásmido. Este resultado sugiere que en condiciones fisiológicas (expresión de su propio promotor 
en  el  cromosoma)  SseK1  no  se  sintetiza  a  un  nivel  suficiente  para  permitir  la  translocación 
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detectable antes de la invasión de la célula hospedadora. También indica que el uso de fusiones 
cromosómicas es más fiable que el de las plasmídicas si se quieren obtener conclusiones acerca de 
las condiciones necesarias para la translocación de los efectores de los T3SS. Se observa aquí una 
diferencia con PipB2 ya que la translocación de éste sí fue detectable durante la invasión (Figura 
R1.2).
(iii) La translocación en células HeLa es dependiente del T3SS1, ya que no se detectó en un 
mutante carente de este sistema  (Figura R2.3B). Como se ha mencionado antes para el caso de 
PipB2,  este  resultado puede explicarse  en parte  por  el  hecho de que  el  mecanismo de entrada 
mediado por T3SS1 es esencial para la invasión de estas células. Como consecuencia de ello, la 
translocación desde bacterias internalizadas a través del T3SS2, si existiera, no se podría detectar en 
el mutante ΔSPI1.
(iv) La translocación en fibroblastos NRK, aunque es dependiente del T3SS1 a 4 h p.i., parece 
ocurrir a través de ambos sistemas a 8 y 16 h p.i., ya que se requiere la inactivación simultánea de 
ambos T3SS para impedir el aumento de AMPc (Figura R2.3F). A diferencia de lo que ocurre en 
células HeLa, en este modelo sí es posible detectar la translocación dependiente del T3SS2 usando 
el  mutante   ΔSPI1  ya  que  Salmonella puede  invadir  fibroblastos  por  medio  de  diversos 
mecanismos, algunos de ellos independientes del T3SS1 (Aiastui et al., 2010).
(v)  La  translocación  de  SseK1  en  macrófagos  infectados  con  bacterias  no  invasivas  fue 
dependiente del T3SS2 y se detectó a 8 y 16 h p.i., pero no a 4 h p.i.  (Figura R2.4D). Esto es 
similar a la translocación de SseK1 dependiente del T3SS2 observada en fibroblastos infectados con 
bacterias invasoras y sugiere que este sistema comienza a ser funcional entre 4 y 8 h después de la 
internalización  en  ambos  tipos  de  células.  Los  resultados  en  células  RAW  confirman  las 
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conclusiones obtenidas con PipB2 en el sentido de que las bacterias no invasivas fagocitadas son 
incapaces de inducir T3SS1 dentro de estas células.
Como se ha comentado antes en relación con PipB2, estos resultados son coherentes con la 
expresión simultánea del T3SS1 y del T3SS2 en el interior de las células HeLa (Hautefort  et al., 
2008),  posiblemente debida a la  existencia de dos subpoblaciones de  Salmonella en las células 
epiteliales: una subpoblación intravacuolar que expresa el T3SS2 y una subpoblación citosólica que 
expresa el T3SS1  (Knodler  et al., 2010).  Salmonella se puede detectar también en el citosol de 
fibroblastos  y  macrófagos,  aunque  la  permisividad  para  la  supervivencia  y  replicación  de 
Salmonella en el citosol depende del tipo celular (revisado en (Knodler, 2015)). En la Figura D.2 se 
muestra un esquema de la translocación de SseK1 en los diferentes tipos celulares estudiados en 
esta tesis.
En esta tesis, también se utiliza una combinación de fusiones lac, 3xFLAG y lux para analizar 
las condiciones ambientales y los factores genéticos implicados en la regulación de la expresión de 
sseK1. La expresión máxima en medio rico se obtuvo con una concentración 0,3 M de NaCl y se 
observó  una  pequeña  represión  con  concentraciones  de  NaCl  inferiores  y  superiores  (Figura 
R2.3B). Dos factores adicionales que disminuyeron la expresión de sseK1 en medio rico fueron el 
pH  ácido  y  la  presencia  de  ácido  butírico  (Figura  R2.3C),  un  ácido  graso  de  cadena  corta 
importante producido en el intestino por la fermentación anaerobia bacteriana. Se sabe que este 
ácido  orgánico  reprime  la  SPI1  y  otros  genes  relacionados  con el  T3SS1  (Cardenal-Muñoz & 
Ramos-Morales, 2011; Gantois et al., 2006; Gong et al., 2009; Lawhon et al., 2002). La expresión 
en un medio mínimo que imita las condiciones intravacuolares (LPM) fue mayor que en medio rico 
(Figura R2.2A). Sin embargo, el pH ácido, que es una de las señales ambientales utilizadas para 
inducir la SPI2, tuvo un impacto negativo sobre la expresión de sseK1 también en medio mínimo 
176
Discusión
(Figura R2.2D). Estos datos, junto con los de translocación que se muestran en la  Figura R2.3, 
sugieren que la expresión de  sseK1 podría reprimirse parcialmente durante el  paso a través del 
estómago y el  intestino,  pero se induciría después de la invasión de las células hospedadoras y 
especialmente después de la liberación en el citosol de las células no fagocíticas.
Figura D.2: Esquema de la translocación de SseK1 en las células hospedadoras. (A) Se muestra la translocación de SseK1 en 
células epiteliales HeLa, en este tipo celular la translocación ocurre a partir de las 4 horas y puede ocurrir a través de ambos T3SSs.  
Esto ocurre también en fibroblastos  (B) mientras que en macrófagos (C)  la translocación ocurre a partir de las 8 h y totalmente 
dependiente del T3SS2. Se muestra en azul la translocación a través del T3SS1, en rojo la translocación a través del T3SS2 y en  
morado la translocación a través de ambos T3SSs.
Entre los reguladores de la SPI1 y de la SPI2 que hemos ensayado, sólo el sistema regulador de  
dos componentes PhoQ/PhoP tuvo un efecto significativo sobre la expresión de sseK1 (Figura R2.4 
y  Figura  R2.6).  PhoQ  es  la  proteína  de  membrana  que  activa  PhoP en  respuesta  a  la  baja 
concentración  de  Mg2+ (Montagne  et  al.,  2001;  Véscovi  et  al.,  1996).  PhoP es  un  factor  de 
transcripción que regula la expresión de alrededor del 3% de los genes de  Salmonella (Miller & 
Mekalanos, 1990), algunos de ellos implicados en  virulencia. La regulación positiva de sseK1 por 
este sistema es coherente con el efecto de las concentraciones de Mg2+ en su expresión  (Figura 
R2.2D).
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Los resultados obtenidos a nivel de proteínas con una fusión SseK1-3xFLAG, en los que se 
muestra que esta proteína es indetectable en fondo phoP nulo, son coherentes con los publicados 
previamente  usando  una  fusión  2xHA  (Kujat  Choy  et  al.,  2004).  Nuestros  resultados  también 
mostraron que este efecto drástico se observa específicamente en condiciones de inducción de la 
SPI2 (Figura R2.4), lo que sugiere que, en condiciones de inducción de la SPI1 hay otros factores 
no identificados que permiten la síntesis de SseK1 en ausencia de PhoP. La comparación entre los 
resultados  obtenidos  a  nivel  de  proteínas  (Western  blot  en  la  Figura  R2.4)  y  los  resultados 
obtenidos utilizando una fusión traduccional cromosómica sseK1::lacZ (actividades β-galactosidasa 
en  la  Figura  R2.4B)  también  sugiere  un  efecto  indirecto  postraduccional  además  del  efecto 
transcripcional que se espera para un regulador como PhoP.
Mientras que el sistema PhoQ/PhoP se considera un sistema de regulación ancestral conservado 
en las bacterias  entéricas  que detecta  concentraciones  de Mg2+,  el  sistema de dos componentes 
SsrA/SsrB es específico de Salmonella y es activado por pH ácido (Miao et al., 2002; Mulder et al., 
2015). SsrB es necesario para la expresión del T3SS2 y de algunos de sus efectores codificados 
fuera de la SPI2  (Cirillo  et al., 1998b; Ochman  et al., 1996; Worley  et al., 2000). Debido a que 
PhoP controla la expresión del regulador SsrB a nivel de la transcripción y del sensor SsrA a nivel 
postranscripcional  (Bijlsma & Groisman,  2005),  también  regula  indirectamente  la  expresión  de 
genes controlados por SsrB. Sin embargo, el análisis de epistasia que llevamos a cabo combinando 
una mutación nula ssrB con una mutación activadora phoQ24 (Figura R2.4) mostró claramente que 
el efecto de PhoP en  sseK1 es independiente de SsrB. Esto es coherente con la inducción de la 
expresión de  sseK1 por baja concentración de Mg2+, pero no por la bajada de pH. Este resultado 
también sugería la posibilidad de que PhoP regulara directamente a  sseK1. Se han aportado dos 
tipos de pruebas para apoyar esta hipótesis: 
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(i) Ciertas mutaciones puntuales que alteran el posible sitio de unión a PhoP detectado en el  
promotor de sseK1 eliminan la regulación por PhoP de una fusión PsseK1-lux (Figuras R2.5 y R2.6).
(ii) La unión directa de PhoP a la región promotora de sseK1 se confirmó por un análisis EMSA 
(Figura R2.7A). Además, la unión se redujo significativamente al mutar el presunto sitio de unión a 
PhoP (Figura R2.7B).
En la  Figura D.3 se esquematiza la regulación de la expresión de sseK1 a través del sistema 
PhoQ/ PhoP en situación de baja concentración de Mg2+.
Figura D.3: Esquema de la regulación de la expresión de sseK1 a través del sistema PhoQ/PhoP. La proteína transmembrana 
PhoQ detecta baja concentración de Mg2+ en el medio y fosforila a PhoP, el cual se une a las secuencias marcadas en rosa en las 
posiciones -73/-72 y -62/-61. La unión de PhoP-P a estas regiones del promotor provoca un aumento de la expresión de sseK1.
La fusión bioluminiscente que se usa en esta tesis mostró una gran sensibilidad y se utilizó para 
demostrar  in  vivo la  inducción,  dependiente  de  PhoP,  de  sseK1 en  el  interior  de  macrófagos 
RAW264.7 (Figura R2.8), lo que da un mayor apoyo a las conclusiones  obtenidas utilizando un 
medio de cultivo (LPM) que imita  las  condiciones  intravacuolares  (Figuras R2.4).  Esta  fusión 
también podría ser, en principio, útil para futuros experimentos relacionados con el estudio de la 
expresión de sseK1 en modelos animales.
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Tras el estudio de la expresión y translocación de SseK1 realizado en el Capítulo2, en el último 
capítulo iniciamos el estudio de los efectos de SseK1 en la célula hospedadora. Para ello empleamos 
dos estrategias: la búsqueda de proteínas del hospedador que puedan ser dianas de la interacción 
con SseK1 y el análisis transcriptómico de la célula hospedadora en presencia y ausencia de SseK1.
Para el mejor entendimiento del papel de los efectores en la virulencia es esencial conocer las 
interacciones  de  los  efectores  con  proteínas  del  hospedador.  La  técnica  del  doble  híbrido  en 
levaduras es muy eficaz para la detección de interacciones y ha sido empleada previamente en 
nuestro laboratorio para identificar la interacción del efector SlrP con las proteínas tiorredoxina 
(Trx) y ERdj3 (Bernal-Bayard & Ramos-Morales, 2009; Bernal-Bayard et al., 2010). Los resultados 
obtenidos aquí  muestran 7 proteínas del hospedador que podrían interaccionar con SseK1: TBCB, 
ZBTB16, H3F3A, H3F3B, CENPA, HIRIP3 y XRCC6 (Tabla R3.1 y Figura R3.2). Se observan 
también  diferencias  en  la  expresión  de  los  genes  indicadores  que  parecen  indicar  que  las 
interacciones serían más estables en el caso de TBCB y ZNF16 (Figura R3.2). Además estos dos 
candidatos aparecieron con una mayor frecuencia, 116 veces la proteina TBCB  y 7 la proteína 
ZBTB16. Todo esto sugiere que se trata de los dos candidatos a los que habrá que prestar mayor 
atención en experimentos futuros, sin descartar que los demás puedan resultar también interesantes.
 En cualquier caso, el primer paso para la continuación de este trabajo será la confirmación de 
las interacciones por métodos independientes, como pueden ser la cromatografía de afinidad y la 
coinmunoprecipitación. A continuación se dan algunos datos sobre cada candidato y sugerencias 
sobre posibles aspectos relacionados que podrían abordarse en el futuro. 
TBCB (tubulin-folding cofactor B)  se describió en 1997 como un nuevo cofactor  capaz de 
potenciar la eficiencia del plegamiento de la  a-tubulina in vitro  (Tian  et al., 1997). Este cofactor 
coopera  con  TBCE en  el  plegamiento  de  a-tubulina  y  en  la  disociación  de  heterodímeros  de 
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tubulina (Carranza et al., 2013; Serna et al., 2015; Tian et al., 1997). Sería interesante estudiar si la 
sobreexpresión de SseK1 en células de mamífero tiene algún efecto en la estabilidad de la red de 
microtúbulos, como se ha visto, por ejemplo, con el efector EseG de Edwardsiella tarda (Xie et al., 
2010). Es interesante señalar también que hay diversos procesos inducidos por la infección con 
Salmonella en los que intervienen microtúbulos. Así, los mircrotúbulos dan soporte a los distintos 
tipos de redes tubulares que se extienden desde la SCV y son característicos de las infecciones con 
Salmonella:  SIF (Salmonella-induced filaments)  (Brumell  et al., 2002; Garcia-del Portillo  et al., 
1993), SIST (Salmonella-induced secretory carrier membrane protein 3 (SCAMP3) tubules) y LNT 
(LAMP1-negative  tubules)  (Mota  et  al.,  2009;  Schroeder  et  al.,  2010).   Recientemente  se  ha 
sugerido también un papel de la estabilidad de los microtúbulos en la susceptibilidad a la piroptosis,  
un  tipo  de  muerte  celular  dependiente  de  caspasa  1  inducida  por  Salmonella en  células 
hospedadoras  (Salinas  et al.,  2014). Será necesario diseñar experimentos para probar la posible 
implicación de SseK1 en  estos  procesos  y,  caso  de existir  esa implicación,  la  relevancia  de la 
interacción con TBCB en los mismos. En  estudios previos no se han detectado cambios en la 
formación de la SCV o de los SIF en células epiteliales debidos a la ausencia de SseK1 (Kujat Choy 
et al., 2004; Rajashekar et al., 2014). En ensayos futuros se podría estudiar el efecto de la expresión 
transitoria de SseK1 mediante transfección y habría que tener en cuenta la posible redundancia de 
los efectores de la misma familia.
ZBTB16 (zinc finger and BTB domain containing 16), también llamado PLZF (promyelocytic  
leukemia zinc finger) es un factor de transcripción de 673 aminoácidos que contiene un dominio 
BTB amino terminal y nueve dominios dedos de zinc típicos de la familia Krüppel en la región 
caboxilo terminal (Chen et al., 1993). Miembros de esta familia están implicados en varios procesos 
como la proliferación celular, la apoptosis, la diferenciación y el desarrollo (Pearson et al., 2008). 
En  células  linfoides  ZBTB16  interacciona,  por  medio  de  su  dominio  BTB,  con  la  ligasa  de 
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ubiquitina  E3  CUL3  y  la  transporta  al  núcleo  para  alterar  el  patrón  de  ubiquitinación  de  un 
complejo de modificación de la cromatina (Mathew et al., 2012).  ZBTB16 no sólo se localiza en el 
núcleo sino también en el citoplasma (Costoya et al., 2008), lo que sugiere una función adicional no 
nuclear. De hecho, recientemente se  ha descrito que el complejo ligasa de ubiquitina ZBTB16-
CUL3-ROC1 regula la  autofagia al  promover  la  ubiquitinación y degradación del  regulador  de 
autofagia ATG14L (Zhang et al., 2015a).  La célula hospedadora puede usar la autofagia como un 
potente mecanismo para eliminar patógenos intracelulares.  Salmonella, sin embargo, contrarresta 
este  mecanismo  activando  el  regulador  negativo  de  autofagia  mTOR  (Tattoli  et  al.,  2012) y 
desubiquitinando proteínas de la SCV con su efector SseL (Mesquita et al., 2012). Todos estos datos 
invitan a explorar tanto la posibilidad de que SseK1 pudiera alterar la transcripción de genes del 
hospedador, algo que se aborda en la última parte de la tesis, como la de que pueda participar en la 
modulación de la autofagia.
Las demás proteínas capaces de interaccionar con SseK1 se asocian de una u otra manera con la 
cromatina: H3.3 y CENPA son variantes de la histona H3, HIRIP3 interacciona con las histonas 
H2B y H3, y Ku70 está implicado en la reparación de daños en el ADN y en el mantenimiento de 
los  telómeros.  Para  darle  sentido a  estas  interacciones  sería  preciso demostrar  una  localización 
parcialmente nuclear de SseK1 (hasta ahora descrita como citosólica). 
La segunda estrategia para el  estudio de los efectos de SseK1 en la célula hospedadora,  el 
análisis transcriptómico, se emplea en la última parte del Capítulo 3 de esta tesis. En un estudio 
previo realizado en nuestro laboratorio se habían analizado los cambios a nivel transcriptómico 
ocasionados por la expresión estable del efector SteA en células HeLa  (Cardenal-Muñoz  et al., 
2014). Aquí, para el caso de SseK1, se emplea la misma aproximación pero además se complementa 
con un estudio de los efectos de la infección de las mismas células con  Salmonella silvestres y 
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mutantes  sseK1. De  esta  manera  ha  sido  posible  identificar  32  genes  cuya  expresión  cambia 
significativamente  en  presencia  de  SseK1,  tanto  si  se  introduce  aisladamente  en  células 
hospedadoras mediante transfección como si se transloca desde la bacteria durante una infección 
con la estirpe silvestre. En concreto, se encontraron 18 genes que aumentan su expresión y 14 que 
disminuyen su expresión en presencia de SseK1 (Tabla R3.3 y Tabla R3.4). Un aspecto que habrá 
que analizar en el futuro será la posible regulación de estos genes por el factor de transcripción 
ZBTB16, detectado en el escrutinio de doble híbrido con SseK1, si bien ninguno de ellos ha sido 
descrito hasta el momento como diana directa de este factor (Liu et al., 2015).
 El análisis de ontología génica reveló que estos genes están implicados en una gran variedad de 
procesos  entre  los  que  se  encuentran  la  apoptosis  (PSMD6,  TNFRSF11B, VSTM2L), la 
diferenciación  celular  (IER2,  NEUROD2,  SPATA31C2),  el  metabolismo  (CSAD,  TUCS3),  la 
respuesta inmune (TNFRSF11B), la proteolisis (DCUN1D5, MMP12, TRABD2B),  la  reparación 
del ADN (LOC100133315, POLR2D),  vías de señalización mediadas por GTPasas (ARHGAP23, 
PDE6D, RALGAPA1, RASSF8, STYXL1) y la regulación de la transcripción y de la traducción 
(LSM14B,  NEUROD2,  PAIP2,  SPX,  ZBTB40,  ZNF267,  ZNF552,  ZSCAN32) (Tablas  R3.5  y 
R3.6). No se detectó, sin embargo, enriquecimiento significativo de ningún término de ontología 
específico que pudiera guiarnos en los estudios futuros.
El estudio transcriptómico con micromatrices se complementó con un análisis mediante qRT-
PCR de cuatro de los genes alterados. Este análisis permitió validar los datos obtenidos tanto para 
las transfecciones como para las infecciones de células HeLa de 8 h de duración. La misma técnica 
se empleo para estudiar la cinética de expresión de los genes seleccionados durante las infecciones 
(Figura R3.7). Los resultados indican que no existen diferencias significativas en la expresión de 
dichos genes a 2 hpi, pero que empiezan a verse diferencias significativas a partir de las 4 hpi. Esto 
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está en concordancia con los datos obtenidos de la cinética de translocación de SseK1 en células 
HeLa (Figura R2.4B) que se produce a partir de las 4 hpi.  En el caso de los dos genes reprimidos 
por SseK1 analizados llama la atención que, aunque sus niveles desciendan a las 8 h de infección, 
se  vean  aumentados  en  otros  momentos  (4h,  16  h).  Se  desconocen  las  razones  de  ese 
comportamiento pero es posible que durante las infecciones, a diferencia de lo que ocurre en las 
transfecciones, otros efectores estén interfiriendo con el efecto de SseK1. Hay ejemplos previos 
para  otros  efectores  de  diferencias  importantes  según  se  realicen  ensayos  de  infección  con 
Salmonella o de transfección (Du & Galán, 2009). También existen diferencias producidas por un 
mismo efector en distinto tiempo de la infección (Liu et al., 2010). Además se conocen casos en los 
que dos efectores tienen efectos opuestos en la célula hospedadora, como SifA y SseJ, que están 
implicados en la formación de los Sifs (Beuzón et al., 2000; Birmingham et al., 2005; Ohlson et al., 
2005; Ruiz-Albert  et al., 2002; Stein  et al., 1996); o como SifA y PipB2, que muestran efectos 
antagónicos sobre la kinesina-1 (Henry et al., 2006).
En cualquier caso, se requiere un análisis más detallado de cada uno de los genes detectados en 
este estudio para tratar de establecer su relevancia durante las infecciones con Salmonella.
184
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Conclusiones
(i)  El  efector  PipB2  de  S.  enterica serovar  Typhimurium  puede  translocarse  a  las  células 
hospedadoras no sólo a través del T3SS2 como estaba descrito sino también a través del T3SS1.
(ii) SseK1 es un factor de virulencia en el modelo de ratón Nramp-/-.
(iii)  El  efector  SseK1 se  transloca  a  través  de  uno u  otro  de los  T3SS de  S.  enterica serovar 
Typhimurium dependiendo del tipo celular hospedador y del momento de la infección.
(iv) La transcripción de sseK1 está regulada positivamente y de manera directa por el sistema de dos 
componentes PhoQ/PhoP.
(v) El sistema de doble híbrido en levaduras sugiere la interacción de SseK1 con proteínas humanas 
implicadas en procesos de nucleación de tubulina, regulación de la transcripción, organización de la 
cromatina y reparación del ADN.
(vi) La presencia de SseK1 en células humanas da lugar a la expresión diferencial de al menos 32 
genes.
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